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Resumen y Abstract IX 
 
Resumen 
Uno de los problemas que presenta los suelos en condiciones extremas de pH es la 
presencia de algunos metales que perjudican el desarrollo de las plantas; afectándola 
directamente y/o limitando la disponibilidad de ciertos nutrientes, como es el caso del 
fósforo que es precipitado. Es por esto, que se hace relevante estudiar mecanismos que 
permitan contrarrestar los efectos nocivos de los metales disueltos en el suelo, donde los 
ácidos orgánicos producidos por microorganismos rizosféricos se perfilan como uno de 
los más adecuados. Para lograr este objetivo, se desarrolló el estudio en dos etapas, la 
primera etapa, consistió en identificar por medio de una fermentación en estado líquido la 
capacidad que tienen tanto bacterias como hongos aislados de un Typic Melanudand 
para producir ácidos orgánicos y generar fósforo disponible a partir de fuentes insolubles 
de fosfato tricálcico (P-Ca), fosfato de aluminio (P-Al) y fosfato de hierro (P-Fe). En la 
segunda, se determinaron los ácidos orgánicos y los microrganismos más relevantes y 
se evaluaron bajo invernadero, donde se utilizó como medio un suelo de características 
ácidas cultivado con plántulas de  Lactuca sativa L. Los resultados sugirieron que el 
hongo Penicillium Ochrochloron, tuvo la capacidad de solubilizar las tres fuentes de 
fosfato utilizadas debido a que metabolizó preferiblemente ácido cítrico, el cual, logra 
solubilizar fosfato de tricálcico por medio de los hidrógenos ácidos de la molécula, y el 
fosfato de hierro y aluminio por medio de la alta capacidad quelante del ligando citrato. 
Esta última propiedad del cítrico, le permitió reducir la toxicidad causada por Al+3 
presente en suelos ácidos, beneficiándose, tanto el microorganismo como las raíces de 
la planta. Este trabajo permitió comprender algunos eslabones metabólicos  ligados a la 
liberación de P que hacen cierto microorganismos vía producción de ácidos orgánicos. 
 
Palabras claves: ácido cítrico, ciclo biotecnológico del fósforo, microorganismos 
rizosféricos, Penicillium ochrochloron.  
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Abstract 
One of the problems presenting soils in extreme conditions of pH, is the presence of 
some metals that are impair to the development of the plants; affecting directly and / or by 
limiting the availability of certain nutrients, as it is the case of phosphorus is precipitated. 
That is why, that becomes relevant to study mechanisms that allow counteracting the 
harmful effects of the metals dissolved in the soil, where the organic acids produced by 
rhizospheric microorganisms are emerging as one of the most suitable. To achieve this 
goal, the study was conducted in two stages, the first stage, it consisted in identifying 
through a fermentation liquid the capacity that have both bacteria and fungi isolated from 
a Typic Melanudand to produce organic acids and generate phosphorus available from 
insoluble sources of P-Ca, P-Al, P-Fe.  In the second, organic acids and the most 
relevant microorganisms were determined and evaluated under greenhouse, where it was 
used as half an acidic characteristics soil cultivated with seedlings of Lactuca sativa L. 
The results suggest that the fungus Penicillium Ochrochloron SP., Has the ability to 
solubilize the three sources of phosphate used since it is metabolized preferably citric 
acid, which achieves to solubilize phosphate of calcium through the acid molecule 
hydrogen, and phosphate of iron and aluminium by means of high capacity chelator of the 
ligand citrate. This last property of citric, allows you to reduce the toxicity caused by the 
Al+3  present in acid soils, benefiting, both the microorganism as the roots of the plant. 
This work allowed to understand some metabolic bond tied to the release of P that makes 
some micro-organisms via production of organic acids 
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Actualmente la agricultura es afectada por la llamada revolución verde, cuyo objetivo es 
incrementar la producción a partir del uso intensivo de insumos de síntesis química como 
los fertilizantes que contienen fósforo, nitrógeno y potasio, en donde su uso 
indiscriminado ha conducido a un daño severo en el medio ambiente, siendo uno de 
estos la contaminación del fósforo en los ambientes acuáticos (eutrofización) (Schmid 
Neset et al., 2008). No obstante, la  agricultura moderna es dependiente del fósforo 
derivado de la roca fosfórica, el cual es un recurso no renovable, conllevando a que el 
futuro del nutriente sea incierto (Cordell et al., 2009; Ashley et al.,  2011). 
  
El fósforo aplicado, como fertilizante soluble en agua (H2PO4-, HPO42-) es reactivo, 
formando complejos estables con metales como el Ca2+ en suelos calcáreos y con Fe3+ y 
Al3+ en suelos ácidos, también se puede adsorber en la superficie de las arcillas y óxidos 
de hierro y aluminio. Estas formas de fosfato, pueden entrar en equilibrio entre ellas, y 
con el paso del tiempo pueden transformarse a formas más estables. Por consiguiente, el 
P es precipitado o inmovilizado a los pocos días de ser aplicado, ocasionando que el 
suelo se torne nuevamente deficiente del nutriente y por ende, afecte negativamente la 
fisiología de las plantas cultivadas. Ante  esto, los agricultores a menudo adicionan 
grandes cantidades del fertilizantes químicos conllevando a que el fósforo no disponible 
del suelo se incremente (Shen et al., 2011; García & García, 2013).   
 
En consideración a esta problemática, se ha desarrollado estrategias para fomentar una 
producción sostenible, implementando conceptos de agricultura ecológica y biología del 
suelo (CORPOICA, 2007).  
 
Al entrarnos en la biología del suelo encontramos que la rizósfera provee un 
microambiente complejo y dinámico, donde los organismos forman una comunidad única 
de considerable potencial para su estudio y aplicación tecnológica. El conocimiento 
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integral de la misma, es fundamental para la comprensión de distintos aspectos que se 
consideran pilares de la sustentabilidad agrícola y ambiental (De Salamoneet al.,  n.d.; 
Buscot & Varma, 2005). 
 
El proceso de solubilización de fósforo por parte de los microorganismo se presenta 
como uno de esos aspectos relevantes, ya que convierten formas de fósforo insolubles a 
disponible para las raíces de las plantas y/o cultivos, aumentando la fertilidad del suelo 
de una forma económica, ecológica y de gran utilidad agronómica  (Vessey., 2003;  
Sindhu et al., 2014).  
 
Diferentes mecanismos son utilizados por los microorganismos solubilizadores de fosfato, 
entre los que se encuentran la producción de ácidos orgánicos que solubilizan 
principalmente fosfato mineral. Estos agentes orgánicos, capturan los iones metálicos 
divalentes o trivalentes que acompañan e insolubilizan el fósforo formando una molécula 
organometálica llamada quelato. Es decir, que un quelato es el resultado de combinar un 
ligando (sustancia orgánica) con ciertos cationes metálicos como: Calcio (Ca), Cobre 
(Cu), Zinc (Zn), Hierro (Fe), Manganeso (Mn), Boro (B), Molibdeno (Mo), Magnesio (Mg) y 
de esta manera libera el fósforo en su forma soluble (WALCO S.A., n.d; Sindhu et al., 
2014). 
 
En otros casos, la solubilización del P ha sido relacionada con la presencia de iones H+, 
los cuales provienen de la asimilación de NH4+ por parte de bacterias como las 
Pseudomonas. También,  se ha identificado que los ácidos inorgánicos logran solubilizar 
los fosfatos, como en la bacteria Thiobacillus que tiene la capacidad de oxidar sulfuros a 
ácido sulfúrico,  incrementando la acidez del medio y por consiguiente, el fósforo soluble. 
Los ácidos húmicos y fúlvicos que son generados durante la descomposición de la 
materia orgánica se les ha identificado características quelante ya que poseen ciertos 
grupos hidroxilos, fenólicos y carboxílicos, logrando capturar cationes metálicos y en 
consecuencia, liberar el ion fosfato e incrementar la disponibilidad del fósforo  (Sindhu et 
al., 2014; Xiao & Wu., 2014). 
 
Como hipótesis de trabajo se planteó: Los hongos y bacterias que poseen mayor 
capacidad de solubilizar fosfatos inorgánicos lo hacen mediante la producción de ácidos 
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Evaluar la producción de ácidos orgánicos como alternativa utilizada por hongos y 
bacterias rizosféricos para mejorar la disponibilidad del fósforo en un Typic Melanudand y 
su efecto sobre el crecimiento inicial de lechuga  (L. sativa) 
1.1 Objetivos específicos  
 Evaluar cuantitativa y cualitativamente la producción de ácidos orgánicos y fósforo 
soluble de cinco hongos y cinco bacterias solubilizadores de fosfato aislados de 
un Typic Melanudand 
 
 Identificar la fuente bacteriana,  fungosa y los ácidos orgánicos metabolizados por 
estos microorganismos con mayor eficiencia solubilizadora de P  
 
 Evaluar los efectos de estos tres componentes: hongo, bacteria y ácidos 






2. Revisión literaria  
2.1 Importancia del  fósforo  
Históricamente, la producción de cultivos se apoyaba sobre los niveles naturales de 
fósforo en el suelo,  con la adición de materia orgánica como abono, este procedimiento 
en parte de Asia, se utilizó con excrementos humanos. En 1840 Liebig, descubrió que el 
fósforo es un nutriente limitante para el crecimiento de las plantas (Cordell et al., 2009). 
Por lo tanto, la deficiencia del elemento en el campo afecta el metabolismo con el 
consiguiente impacto sobre el rendimiento y la calidad nutricional, así como resistencia 
de patógenos y plagas (Wiedenhoeft., 2006; Amtmann & Armengaud., 2009; Ashley et 
al., 2011).   
 
El fósforo disponible, puede alcanzar grandes concentraciones en suelos altamente 
fertilizados, pero en la mayoría de suelos estas concentraciones son inadecuadas para 
un óptimo crecimiento (entre 0.1 y 10 uM). Una adecuada fertilización requiere de varios 
o decenas de micromoles, como por ejemplos los cultivos que más demandan: algodón, 
papa, alverja, cebolla, frijol, espinaca y tomate. Los suplementos de fósforo se adicionan 
al suelo debido al efecto que tienen en las etapas de crecimiento y reproducción de la 
planta, razón por la cual, se le denota como un nutriente primario que no puede ser 
reemplazado por ningún otro (Hinsinger., 2001; Tran Thi Thu Ha., 2003; Shen et al., 
2011). 
 
El fósforo penetra en la planta  a través de las capas externas de las células de los pelos 
radicales y de la cofia de la raíz. El mecanismo de transporte de la membrana depende 
de la carga eléctrica y la dirección, en consecuencia, se debe superar la barrera de 
energía de resistencia negativa del potencial de reposo (típicamente entre -0,1 y -0,15 V), 
lográndose con al menos dos protones que sirven de co-transporte al anión fosfato, y es 
por esto que la forma en que el fósforo es absorbido desde la solución del suelo por la 
planta es principalmente como ión ortofosfato primario (H2PO4-), pero también como ión 
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fosfato secundario (HPO4=). Las raíces absorben cantidades muy pequeñas de fósforo,  
por lo que entre más colonizado por el sistema radical esté un suelo, menor será el nivel 
de fósforo necesario (Miller et al.,  2009; Richardson et al.,  2009). 
   
Al entrar el fósforo a la planta puede quedar depositado en la raíz o ser transportado a 
diferentes sitios, siendo este último pasó de gran importancia,  porque es la forma en que 
estará disponible para más reacciones. El fósforo disponible se puede encontrar como 
ión ortofosfato o fósforo incorporado a moléculas orgánicas, entre las que se encuentran: 
ADN y ARN, fosfolípidos, fosfoproteínas, enzimas y compuestos ricos en energía (ATP y 
ADP). Las moléculas de ATP y ADP  suministran la energía necesaria para que ocurra el 
proceso llamado fosforilación; que desencadena una multitud de reacciones químicas 
esenciales (Richardson., 2001; Soetan et al., 2010; Shen et al., 2011).  
 
Dentro de estos procesos esenciales podemos nombrar (European Fertilizer 
Manufacturers Association., 2000; Cordell et al., 2009; Marschner & Marschner., 2012): 
 
 La fotosíntesis: la energía solar es capturada en el ATP e inmediatamente este 
compuesto está disponible como fuente de energía para muchas otras reacciones 
dentro de la planta 
 Desarrollo de nuevas células: el fósforo es vital para la formación de genes y 
cromosomas, y por consiguiente, para la transferencia del código genético de una 
célula a otra, además, los fosfolípidos son moléculas fundamentales en la 
estructura celular 
 Suministro de energía: los esteres de fosfato son moléculas ricas en energía, la 
cual es aportada a la célula para sus funciones metabólica, de ahí que estas 
moléculas sean clasificadas como intermediarios de diferentes rutas de 
biosíntesis y degradación  
 Formación y desarrollo de la semilla: abundante cantidad de fósforo se acumula 
en las semillas y en el fruto en forma de fitina  
 Transporte de nutrientes: el movimiento de nutrientes dentro de la planta depende 
del transporte a través de las membranas de las células, proceso que requiere de 
energía para contrarrestar las fuerzas de osmosis; de nuevo aquí, el ATP y otros 
compuestos fosfatados proveen la energía necesaria para el proceso. 
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 En el crecimiento y desarrollo de flores y frutos 
 
Al interrumpir el desarrollo normal de estos procesos esenciales debido a la deficiencia 
de fósforo, las plantas presentan ciertos síntomas característicos (European Fertilizer 
Manufacturers Association., 2000; Wiedenhoeft., 2006; Bunemann et al., 2011): 
 
 Reducción en el crecimiento de la hoja, así como en el número de hojas. El 
crecimiento de la parte superior  es más afectado que el crecimiento de la raíz, sin 
embargo, el crecimiento de la raíz también se reduce marcadamente en 
condiciones de deficiencia de fósforo, produciendo menor masa radical para 
explorar el suelo por agua y nutrientes. En algunos cultivos las hojas deficientes 
en fósforo desarrollan un color púrpura, ejemplos: el tomate y el maíz 
 Translocación de los tejidos viejos a tejidos meristemáticos activos, por esta razón 
los síntomas aparecen en las hojas viejas (parte baja) 
 Pérdida apreciable de rendimiento  
 Mala calidad de forrajes, frutos, hortalizas y granos, así como también retraso de 
la madurez y reducción de la resistencia de las plantas a las enfermedades 
2.2 El Fósforo en el suelo 
EL fósforo en el suelo se puede dividir en tres fracciones: disponible, lábil y no lábil. El 
fósforo disponible, se encuentra en concentraciones muy bajas (entre 0.06 y 0.5 ppm) en 
la solución del suelo y es fácilmente absorbido por las plantas, presentando equilibrio con 
el fósforo lábil. Puede existir como ortofosfato o polímeros superiores, aunque esta última 
forma es poco común encontrar; ya que si se adicionan en forma de fertilizantes  estos 
pueden ser fácilmente hidrolizados tanto enzimática como químicamente y convertidos 
en ortofosfatos (Foth & Ellis, 1997; Shen et al., 2011). 
 
En cuanto al fósforo lábil, es la porción del fósforo disponible que está unido a la 
superficie de otros componentes del suelo. Puede estar adsorbido directamente por los 
bordes de la arcilla (cuando estas tienen cargas positivas como la caolinita a bajos 
valores de pH), o por uniones que usan el calcio como puente. También, puede unirse a 
la superficie amorfa de los óxidos hidratados de hierro y aluminio a pH ácidos o neutros, 
o reaccionar con moléculas de carbonato de calcio en suelos calcáreos o de pH alcalino 
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formando fosfatos de calcio. Todas estas uniones que sufre el fósforo son fácilmente 
extractable, por lo que se encuentran en equilibrio directo y rápido con el fósforo en 
solución (Arai & Sparks., 2007; McLaughlin et al., 2011). 
 
El fósforo no lábil, por su parte, representa la gran reserva del  elemento y no se 
encuentra en equilibrio directo con el fósforo en solución. En este sentido, es formado en 
el suelo por reacciones de precipitación que se dan a través del tiempo y que dependen 
principalmente del pH del suelo, generando moléculas sólidas y estables (McLaughlin et 
al., 2011). 
 
Estas tres formas pueden coexistir en un suelo en particular y cada una es convertida de 
una forma a otra por los componentes que llegan a la solución. Debido a que los índices 
de disolución de unos componentes y de precipitación de otros  son en la mayoría de los 
casos cinéticamente lentos, el “pool” de fósforo no lábil tiene una relación de equilibrio 
con el “pool” de fósforo lábil, pero no directamente con el fósforo de la solución de suelo. 
Es así, como un aumento en los componentes lábiles del suelo induce un aumento de los 
componentes no lábiles, mientras que un decrecimiento en la fracción de fósforo lábil, 
induce un lento decrecimiento en la fracción de fósforo no lábil (Pinochet., 1995; Olibone 
& Rosolem., 2010). 
2.2.1 Fósforo orgánico e inorgánico en el suelo 
La formación del fósforo en el suelo tomó alrededor de 10 a 15 millones de años. Este 
recurso comenzó su generación con restos de vida acuática que fueron eventualmente 
enterradas en el fondo del océano y transferidas a la litosfera vía mineralización por 
movimientos tectónicos. Estas secuencias, fueron dadas en el tiempo, y posteriormente 
arrastradas por cambios meteorológicos como los vientos y las erosiones causadas por 
las lluvias. La concentración del fósforo es más elevada en las rocas volcánicas, las 
cuales, constituyen la fuente original y se encuentra principalmente como apatita. Esta 
concentración disminuye en las rocas primitivas o sedimentarias representando alrededor 
del 0.1 % de la corteza terrestre (Navarro Blaya & Navarro García., 2003; Ashley et al., 
2011).  
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El fósforo contenido en el suelo puede dividirse en forma amplia en 2 categorías: fósforo 
orgánico (Po) e inorgánico (Pi), los cuales difieren en su comportamiento y estructura 
química  (Barančíková et al., 2007; Shen et al., 2011). 
 P orgánico 
En condiciones naturales es la forma más abundante, representando entre el 30% y 65%, 
alcanzando algunas veces valores >90%. Suele ser mayor en las capas superficiales que 
en el subsuelo, debido a la acumulación de materia orgánica. El fósforo orgánico que ha 
sido identificado específicamente en el suelo se puede clasificar en tres grupos: inositol 
fosfato o esteres de fosfatos, ácido nucleico y fosfolípidos. Son caracterizados por su alta 
acidez y a menudo se encuentran como polímeros o complejos insolubles, estos se 
obtienen de los restos animales y vegetales, los cuales por procesos de descomposición 
microbiana empiezan a liberar compuestos fosfatados. Otros compuestos orgánicos que 
se encuentran en formas menos abundantes son: el fósforo unido a moléculas de 
azúcares, ácido teicoico y ácidos carboxílicos monofosforilados (Jones & Oburger., 
2011).  
 
Los ácidos nucleicos son adsorbidos fuertemente por las arcillas en suelos ácidos y su 
degradación por los microorganismos queda bloqueada. La fijación es mucho menor en 
suelos neutros o alcalinos y es aquí, cuando el proceso de degradación toma 
importancia. Estos procesos de mineralización se dan básicamente en todas las formas 
del fósforo orgánico,  siendo superior en suelos vírgenes que en suelos cultivados, en 
suelos calizos que en suelos ácidos, y en suelos arenosos no humíferos que en arcillosos 
(Navarro Blaya & Navarro García., 2003; Arzuaga et al., 2005; Turner., 2008; Bunemann 
et al., 2011). 
 P inorgánico 
En condiciones naturales se presenta en bajas concentraciones en la solución del suelo, 
pero la proporción aumenta debido a la presencia de ciertos minerales, donde puede 
llegar a representar entre el 35% y 70% del fósforo total. El Pi primario representa la 
forma más estable que incluye la apatita, siendo la más común la fluorapatita (Ca10(PO4)6 
F2), en donde el flúor contribuye a formar una estructura cristalina muy estable que poco 
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se disuelve y mineraliza en suelo calcáreo o de pH mayor a 7; también se encuentran la 
hidroxiapatita (Ca5(PO4)3OH) y francolita (Hinsinger., 2001; Arai & Sparks., 2007; Shen et 
al., 2011; Jones & Oburger., 2011).  
 
El fósforo mineral secundario, incluye los fosfatos de calcio, hierro y aluminio, los cuales 
se forman debido a que la estructura del ión fosfato varia con el pH de la disolución, 
presentando tres formas de ortofosfatos entre pH de 4 y 10 que son los que registran los 
suelos. Cuando el pH es bajo, la forma monovalente (H2PO4-) tiende a dominar y su 
concentración es máxima a pH=4 y mínima a pH=9. Lo contrario ocurre con la forma 
divalente (HPO4=) que empieza aparecer a pH=4 y alcanza su máximo a pH=9, los dos 
iones están en equilibrio a un pH=7. Los iones (PO43-) emergen en débil cantidad en el 
intervalo de pH= 9 - 10. A estos mismos valores de pH se aumenta la solubilidad de 
ciertos minerales y por tanto, las reacciones se pueden catalogar en dos grupos: suelos 
ácidos y básicos o alcalinos. En el primero (pH bajos), se liberan los cationes trivalentes 
de Fe3+ y Al3+ que provienen del incremento en la solubilidad de los óxidos de estos 
metales. En estas condiciones de acidez, los iones monovalentes del fosfato (H2PO4-) y 
los cationes solubles de Fe3+ y Al3+ reaccionan, para formar las sales insolubles de 
strengita (FePO4. 2H2O) y Variscita (AlPO4. 2H2O) (Lindsay., 1979; Navarro Blaya & 
Navarro García., 2003; Shen et al., 2011; Jones & Oburger., 2011; Sindhu et al., 2014). 
 
El H2PO4- en condiciones de menor acidez también puede reaccionar con los óxidos 
hidratos de estos mismos elementos y arcillas silíceas. Por el contrario, en suelos 
básicos, los cationes divalentes de Ca2+ y en menos intensidad el Mg2+ son los 
predominantes en la solución formando fosfatos de calcio, el cual se precipita debido a su 
insolubilidad en agua. Los suelos ácidos, fijan el doble de la cantidad adicionada de 
fósforo por unidad de área de superficie que los suelos calcáreos o neutros. La 
capacidad de adsorción de fósforo en suelos calcáreos de pH neutro o alto está 
influenciada por la cantidad de iones de calcio extractable y por el contenido de CaCO3 
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2.2.2 Fijación de fósforo en el suelo 
La fijación de fósforo es un problema en suelos agrícolas, debido a los diferentes 
procesos de transformación que puede sufrir, evidenciándose principalmente las 
siguientes  formas: 
 
a) Precipitación-Disolución: La precipitación es el proceso en el cual el fósforo se vuelve 
no disponible para la planta ya que reacciona con ciertos iones presentes en la solución 
que dependen del pH del medio. A pH alcalino el ión fosfato se precipita como fosfato de 
calcio, y a pH ácido como fosfato de hierro y aluminio. Por el contrario, el proceso de 
disolución ocurre a través de largos periodos de tiempos y se dan básicamente en suelos 
naturales que son ricos en fósforo mineral, los que se transforman lentamente en fósforo 
disponible (Hinsinger., 2001; Hyland et al., 2005; Jones & Oburger., 2011).   
 
b) Adsorción – Desorción: Es el principal proceso que controla la concentración de 
fósforo en el suelo. Este se debe a que el fósforo está cargado negativamente y por 
tanto, los principales agentes adsorbentes son los constituyentes que soportan cargas 
positivas comprendiendo varios compuestos que contienen cargas variables, como los 
grupos hidroxil (óxidos de Fe y Al), carboxil (materia orgánica) o silanol (arcillas). Por otra 
parte, la desorción del fósforo retenido puede ocurrir por medio de una reacción de 
intercambio de ligando, lo que significa que decrece la concentración del ión fosfato del 
suelo y se incrementa la concentración del ión competente logrando que el equilibrio 
adsorción – desorción, se desplace hacia la desorción. Sin embargo, numerosos estudios 
han demostrado que la superficie de los óxidos de metal u otros adsorbentes del suelo 
como las arcillas tienen mayor afinidad por el ión fosfato que por otros ligandos 
inorgánicos como los sulfatos, bicarbonatos y moléculas orgánicas con grupos carboxilos 
(Hinsinger., 2001; Hyland et al., 2005; Jones & Oburger., 2011).  
 
c) Inmovilización - Mineralización: La inmovilización es debido a que las raíces de las 
plantas y los microorganismos del suelo toman fósforo disponible de la solución, pero 
este elemento es retornado en forma orgánica; cuando las especies mueren, y es aquí, 
donde entra el proceso de mineralización que es efectuado por distintos microorganismo. 
En este sentido, el principal mecanismo utilizado es la excreción de enzimas fosfatasas, 
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las cuales liberan el fósforo de las moléculas orgánicas transformándolo en ortofosfato 
(George et al.,  2011). 
2.2.3 Microorganismos en la disponibilidad del fósforo.  
El suelo es el medio natural en el cual los microorganismos viven, se multiplican y 
mueren, por lo que su fertilidad no solo depende de su composición química; sino 
también de la cantidad y calidad de microorganismos que habitan en él. Los 
microorganismos están estrechamente asociados con las partículas del suelo, 
principalmente con complejos de materia orgánica, como las arcillas. Su interacción con 
las partículas de los suelos así como con otros microorganismos y organismos 
superiores, depende en gran medida de las condiciones en el nivel microhábitat que 
puede diferir entre microhábitat, incluso a distancias muy pequeñas (Marschner & 
Marschner., 2012).  
 
Esto se debe a que las transformaciones químicas por parte de los microorganismos 
tienen una amplia relación con las condiciones ambientales, en donde las condiciones 
externas no aplican uniformemente a través del suelo; ya que la textura del suelo es un 
factor trascendental, que influye en el desarrollo de la estructura que depende 
básicamente de la distribución del tamaño del poro y la retención de la materia orgánica, 
formando una dinámica compleja de los ecosistemas (Wieland et al., 2001; Buscot & 
Varma., 2005; Paul., 2014). 
 
La inmensa diversidad de especies microbianas y su habilidad bioquímica para 
transformar una gran variedad de compuestos químicos, dan a entender que ellos son 
responsables de muchas funciones cruciales en el suelo. En particular, las que realizan 
los microorganismos heterotróficos, los cuales controlan la descomposición de la materia 
orgánica incrementando el ciclo de nutrientes especialmente el nitrógeno, azufre y 
fósforo. Por consiguiente, la biomasa microbiana tiene un rol central como fuente, reserva 
y regulador de la transformación de energía y nutrientes en el suelo, jugando un papel 
crucial la asociación simbiótica entre ciertas plantas y microorganismos, puesto que 
aumenta su crecimiento y la nutrición mineral (Abbott & Murphy., 2007; Paul., 2014).   
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El punto donde se llevan a cabo las interacciones más importantes es la rizósfera, que es 
la porción del suelo adyacente al sistema de la raíz. El tamaño de esta zona depende del 
tipo de suelo, planta hospedera y condiciones ambientales. El suelo rizosférico, puede 
ser definido como la parte del suelo en el cual la actividad microbiana es modificada por 
la presencia de raíces. Un vasto número de especies de microorganismos están 
presentes en la rizósfera y esa cantidad generalmente disminuye a medida que la 
distancia de la raíz se incrementa, determinando que la zona adyacente a las raíces, 
posea características biológicas muy diferentes a las del resto del suelo. (Mukerji et al., 
2006; Neumann & Römheld., 2012).  
 
El suelo de la rizósfera, se caracteriza por su gran actividad biológica, ya que la 
composición cualitativa y cuantitativa de los microorganismos en la zona radical sufre 
constantes cambios bajo el efecto de los exudados radicales y los compuestos formados 
por la descomposición celular de las raíces. Por tanto, La dinámica del fósforo en la 
rizósfera está controlada por el desarrollo de la raíz de la planta, por las propiedades 
químicas y físicas del suelo y principalmente, por los procesos bilógicos, como los que 
efectúan los microorganismos solubilizadores de fosfato (Marschner & Marschner., 2012). 
 
Algunos microorganismos en el suelo tienen potencial para mejorar el ciclo del fósforo en 
su forma orgánica e inorgánica y de esta manera aumentar la disponibilidad del 
elemento. Dentro de estos se encuentran las bacterias, estimándose que entre el 1% y 
50 % de la población tienen capacidad de solubilización permitiéndoles una mayor 
eficiencia, aunque, se ha observado que pierden la capacidad después de subcultivos en 
serie, mientras que los hongos solo representan el 0.1% al 0.5 % pero,  exhiben un 
mayor poder de solubilización en el tiempo e incluso por años. Hay numerosas especies 
de bacterias y hongos solubilizadores de fosfatos en el suelo y en la rizósfera. Entre las 
bacterias se destacan los géneros: Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, 
Achromobacter, Agrobacterium, Micrococcus, Aerobacter, Flavobacterium, 
Mesorhizobium, Azotobacter y  Azospirillum. Los hongos que más predominan son el 
género, Aspergillus y Penicillium (Chen et al., 2006; Khan et al., 2009; Behera et al., 
2014). 
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2.2.4 Mecanismos utilizados por microorganismos para 
solubilizar fósforo 
La forma en que los microorganismos solubilizan fosfato depende del estado en que se 
encuentre el fósforo, ya que en su forma inorgánica su disponibilidad se relaciona con las 
propiedades de disolución del mineral, que está determinado principalmente por el 
cambio de pH. Por el contrario, cuando se encuentra en forma orgánica, el principal 
componente de solubilización es la actividad de los microorganismos, como es el proceso 
de mineralización e hidrolisis enzimática. Por tanto, los mecanismos de solubilización se 
puede clasificar en dos grupos: 1) solubilización de fosfato orgánicos durante el proceso 
de degradación y liberación de enzimas extracelulares y 2) solubilización de fosfato 
mineral por medio de la producción de compuestos químicos (Jones & Oburger., 2011).   
 Solubilización de fosfato orgánico 
La solubilización del fósforo ligado a moléculas orgánicas se inicia cuando los 
organismos en el suelo mueren, ya que se incrementa la disponibilidad del fósforo debido 
a la lisis de las células, aunque, esta disponibilidad depende de las propiedades de 
adsorción del suelo, el cual puede inmovilizarlo. Por tanto, el principal proceso de 
mineralización de fosfato está relacionado con la presencia de enzimas fosfatasas. Entre 
estas, se destacan las fosfohidrolasas abarcando una amplia gama de enzimas que 
catalizan la hidrolisis de esteres de fosfatos y son inhibidas cuando se incrementa la 
concentración de ortofosfatos. También se destacan las fitasas que solubilizan el fósforo 
que se encuentra  como ácido fítico, y finalmente, se nombran la liasas que logran 
romper los enlaces de fósforo en moléculas orgánicas (Jones & Oburger., 2011; Behera 
et al., 2014). 
 
Se ha demostrado que algunos cationes divalentes como el Ca, Mg, Zn y Co, sirven de 
activadores enzimáticos, y que cuando las enzimas son adsorbidas sobre las superficies 
de los minerales o arcillas se puede alterar la conformación o actividad enzimática, 
aunque este proceso puede evitar que las enzimas sean consumida por otros 
microorganismos o inactivadas térmicamente, por consiguiente, la actividad enzimática 
depende tanto de la capacidad que tienen los microorganismos para generarlas, la 
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interacción entre los microorganismos, así como la composición mineral del suelo y sus 
propiedades químicas (Jones & Oburger., 2011; Nannipieri et al.,  2011). 
 
Las fosfomonoestereasas son las enzimas más abundantes y las más estudiadas, las 
cuales, se dividen en enzimas ácidas y alcalinas. Las raíces producen enzimas ácidas, 
pero rara vez excretan grandes cantidades de alcalinas, sugiriendo que estas últimas son 
características de los microorganismos (Jones & Oburger., 2011). 
 Solubilización de fosfato inorgánico o mineral  
La disponibilidad de los nutrientes minerales depende de los cambios de pH en el suelo, 
en donde uno de los mecanismos relacionados con este proceso es la absorción de NH4+ 
por parte de los microorganismos, los cuales expulsan protones para compensar la 
diferencia de potencial en la membrana ocasionando la disminución del pH. No obstante, 
cuando los suelos presentan una alta capacidad buffer se ve limitado el efecto de 
solubilización. Otros de los aspectos  nombrados es la presencia de CO2  en la rizósfera, 
generado en los procesos de respiración tanto de las raíces como de los 
microorganismos; conllevando a una reducción del pH debido a que esta molécula 
propicia la formación del ácido carbónico  (Jones & Oburger., 2011; Behera et al., 2014). 
 
El proceso de acidificación por sí sólo no explica completamente la solubilización del 
fosfato, por lo que el mecanismo que con mayor frecuencia se relaciona es la producción 
de ácidos orgánicos por parte de los microorganismos, como: el glucónico, cítrico, málico, 
malónico, oxálico, succínico, láctico y tartárico. Estos ácidos aportan tanto protones que 
generan acidificación en el suelo, como el anión orgánico que sirve de agente quelante. 
Los  aniones tienen carga negativas, por lo que poseen la capacidad de formar complejos 
con los metales presentes en el suelo, aunque, la estabilidad o la formación de los 
complejos dependen de las condiciones del medio (Lucena et al., 2010; Paredes-
Mendoza & Espinosa-Victoria., 2010; Mardad et al., 2013).  
 
Cuando los metales mineral que insolubilizan el fósforo son quelatados por los aniones 
orgánicos se libera el fosfato que se encuentra precipitado u ocluido. Los aniones 
tricarboxílicos, como el cítrico muestran un mayor potencial de solubilización del fósforo 
que los dicarboxílicos como el oxálico. No obstante, el oxálico se manifiesta 
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particularmente eficiente en suelos calcáreos debido a la alta afinidad que presenta con 
el calcio. Aunque se ha identificado que el proceso de solubilización de los ácidos 
orgánicos, es disminuido en suelos ricos en carbonatos y óxidos hidratados de Fe y Al 
(Jones & Oburger., 2011). 
 
Estos compuestos orgánicos también sirven de fuente de carbono para los 
microorganismos, por lo que son removidos de la solución y por consiguiente, se reduce 
el efecto solubilizante, en donde se ha estimado que el rango de vida de los ácidos esta 
entre 0.5 y 12 h, lo que sugiere que los ácidos deben ser continuamente producidos 
(Jones & Oburger., 2011; Xiao & Wu., 2014). 
 
Los ácidos orgánicos al ser adicionados a suelos con características ácidas decrecen 
muy poco el pH y por el contrario, cundo se mezcla con sus sales logran incrementarlo,  
reduciendo la acidez debido al efecto buffer que estos ácidos logran ejercer con sus 
bases conjugadas (Zhi-An et al., 2008). 
 
En conclusión, los ácidos orgánicos tienen la capacidad de cambiar las características 
fisicoquímicas de los microambientes, como es el valor del pH, potencial de reducción, 
rotación de los nutrientes, inmovilización y reducción de los metales pesados o tóxicos a 
través de los procesos de quelación y precipitación y en consecuencia, altera la 
















3. Materiales y métodos 
3.1 Origen de la investigación 
El desarrollo de la siguiente investigación tiene sus inicios a partir del trabajo titulado 
“Evaluación de solubilización de fosfatos por microorganismos rizosféricos de un andisol 
del municipio de cajibio (cauca) y su efecto en plántulas de café” (Coffea arabica L Var. 
Castillo)”, efectuado por Carlos Adolfo Cisneros Rojas como tesis de doctorado. Las 
muestras se obtuvieron en la finca “Santa Rosa”, de la vereda “La Aurelia” del municipio 
de Cajibio;  ubicada a 29 km al norte de Popayán en el departamento del Cauca.  
 
El muestreo se realizó en tres agroecosistemas, que tenían como mínimo dos años de 
establecidos en la finca. A las muestras tomadas se le realizaron aislamiento de forma 
independiente, por medio de diluciones seriales desde 10-1 hasta 10-7, sobre tres medios 
de cultivo sólido Pikovskaya modificado (PVK), cada uno con distintas fuentes de fósforo: 
P-Al, P-Ca y P-Fe, y cada dilución tuvo 5 repeticiones. Para las colonias fúngicas, se 
utilizó antibiótico con el fin de inhibir el crecimiento bacteriano (Cisneros R, C. A., 2015).  
 
La selección de los microorganismos solubilizadores de fósforo se realizó con base a la 
eficiencia de solubilización de fosfato (ESF), por cada uno de los aislados. Para poder 
determinar esta eficiencia, se depositó con un asa de siembra una cantidad suficiente de 
inóculo en el centro de una placa de Petri con medio PVK modificado, y después de 7 
días se observó la formación de un halo claro alrededor de la colonia y se cuantificó por 
medio de la siguiente relación  
 
ESF = área del halo de solubilización / área de crecimiento de la colonia  
 
Las colonias que presentaron mayor capacidad solubilizadora se purificaron por 
resiembra sobre el mismo medio, en donde las placas se mantuvieron a temperatura y 
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humedad relativa ambiente, con luz natural. Después de 5 resiembras, se seleccionaron 
cinco hongos y cinco bacterias con mejor eficiencia solubilizadora de fósforo, siendo 
estos microorganismos materiales de partida para la realización de la investigación. Se 
evaluó por medio de una fermentación en estado líquido la capacidad que tiene cada 
microorganismo para producir ácidos orgánicos y generar fósforo soluble, lo que permitió 
identificar la bacteria y el hongo con mayor eficiencia. Posteriormente, estos 
microorganismos identificados como los más eficientes se evaluaron bajo condiciones  de 
invernadero.  
3.2 Producción de ácidos orgánicos y fósforo 
solubilizado por los microorganismos  seleccionados   
La producción de ácidos orgánicos y generación de fósforo soluble se realizó en un 
proceso de fermentación en estado líquido, utilizándose como medio Pikovskaya (PVK), 
en donde el medio fue modificado  al cambiársele la fuente de fósforo por P-Ca, P-Al y P-
Fe, correspondiendo a tres medios diferentes (Álvarez Figueroa, 2012). Cada 
microorganismo se inoculó a una concentración de 5 % v/v en cada uno de los medios de 
cultivo, por triplicado, y para cada medio se utilizó un testigo, que consistió en no aplicar 
el inóculo, para un total de 99 muestras (Pradhan & Sukla., 2009). Como fermentadores 
se utilizaron Erlenmeyer de 250 ml con 150 ml de medio. El proceso se efectuó por 7 
días, bajo condiciones ambientales de luz, temperatura y humedad relativa, y se mantuvo 
la agitación a 120 rpm (Fernández et al., 2005). 
3.2.1 Muestreo durante la fermentación  
Durante el proceso de fermentación se  tomaron 10 ml de muestra a cada uno de los 
tratamientos establecidos en el numeral 3.2, en los días 1, 3, 5 y 7. El recipiente utilizado 
para muestrear y el área donde se efectuó el muestreo fue esterilizado con alcohol y 
calor (Dutta., 2008). En cada una de las muestras se efectuaron los siguientes análisis:  
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3.2.2 Estimación del crecimiento de los hongos y bacterias a 
través del proceso fermentativo 
La estimación se realizó por medio de diluciones y siembra en placas (Aquiahuatl & 
Pérez., 2004), por duplicado. Este procedimiento consistió en tomar 1ml de muestra 
recolectada en el contenido 3.2.1, y llevarla a diluciones desde 10-2 hasta 10-7 en 
condiciones estériles (Figura 3-1), luego se colocaron 0.1 ml de las últimas tres diluciones 
en cajas Petri y se extendió todo el inóculo en toda la caja. En las bacterias, se utilizó 
como medio agar nutritivo y se incubaron en forma invertida por 48 horas a 35oC, 
transcurrido el tiempo de incubación, se realizó el conteo en aquellas diluciones donde 
las colonias estaban entre 20 y 200 unidades formadoras de colonia (ufc). Para los 
hongos, se empleó medio nutritivo y se incubaron por 7 días a 25oC, donde el conteo, se 
realizó en las diluciones que estaban entre 30 y 300 ufc. Para obtener el número total de 
la población, se tomó el promedio de las dos cajas y este número se multiplicó por el 
factor de dilución.  
Figura 3-1. Técnica de dilución y siembra 
 
Fuente: Aquiahuatl & Pérez.,(2004). 
3.2.3 Estimación cualitativa y cuantitativa de los ácidos 
orgánicos producidos en la fermentación  
Del volumen tomado en el numeral 3.2.1, se emplearon 3 ml para estimar los siguientes 
ácidos orgánicos: acético, cítrico, glucónico, D-málico, L-málico, D-láctico, L-láctico y 
oxálico. Las muestras se centrifugaron y luego pasaron a través de filtros con tamaño de 
poro de 0.20 µm. Como método analítico se utilizó la Cromatografía Líquida de Alta 
Eficiencia (HPLC), con una columna de exclusión de ion Aminex HPX-87H (300 mm x 7.8 
mm), a una temperatura de 35oC, longitud de onda de detección de 210 nm, volumen de 
inyección de 20 µL y fase móvil de H2SO4 0.0025M. La identificación cualitativa de las 
muestras se realizó por comparación de los tiempos de retención de los picos 
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desconocidos con el de las sustancias patrón de los distintos ácidos. La cuantificación de 
los ácidos orgánicos se realizó después de construir la curva de calibración mediante 
áreas. Los patrones primarios fueron marca Sigma grado analítico (Mardad et al., 2013).  
3.2.4 Estimación de fósforo soluble generado por hongos y 
bacterias durante la fermentación.  
De la muestra tomada en el numeral 3.2.1, se utilizaron 5 ml para determinar la presencia 
de ortofosfatos solubles, empleando la técnica espectrofotométrica de amarillo de 
molibdovanadato (Paneque-Pérez., 2010), la cual se rige bajo la ecuación de Beer-
Lambert, a una longitud de onda de trabajo de 470 nm, y empleando reactivos marca 
Merck grado analítico para la construcción de los estándares, las muestras fueron 
centrifugadas y filtradas. La obtención del complejo generado tiene lugar según la 





Bajo condiciones ácidas se produce el molibdovanadato, que forma un complejo de color 
amarillo con el fósforo soluble en la solución, donde la intensidad del color es 
proporcional a la concentración del fósforo. 
3.2.5 Diseño experimental y análisis estadístico 
Para evaluar el experimento de la fermentación en estado líquido se usó un diseño 
completamente al azar, correspondiendo los tratamientos a las cinco bacterias, cinco 
hongos seleccionados y las tres fuentes de fósforo. Las variables de respuesta fueron la 
concentración de fósforo soluble y los ácidos orgánicos cuantificados, cada tratamiento 
tuvo 3 repeticiones.  
 
En el análisis estadístico de los resultados se determinó la correlación de Pearson que 
presentaron los ácidos orgánicos y el fósforo soluble, el coeficiente de variación (CV) 
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del 95%, y las medías de los tratamientos se compararon utilizando la prueba de Duncan. 
Todos los análisis se corrieron utilizando el paquete estadístico SAS versión 9.1.3. 
 
A partir del análisis de varianza y la prueba de Duncan, se determinó la bacteria y el 
hongo con mayor capacidad de generación de fósforo soluble, y estos microorganismos 
fueron posteriormente identificados molecularmente. También se seleccionaron aquellos 
cuatro ácidos con mayor concentración producida, y se sometieron a reacciones 
independientes con cada una de las fuentes, con el fin de corroborar la eficiencia 
solubilizadora real de cada uno de los ácidos en cada fosfato  
3.3 Identificación de los microorganismos  y ácidos 
orgánicos con mayor eficiencia solubilizadora de 
fósforo  
La identificación de los microorganismos fue realizada por Cisneros R, C. A, (2015), la 
cual se fundamentó en el análisis molecular de las secuencias de ADNr, utilizando como 
cebadores, en hongos el ITS1 y ITS4, y en bacterias el fD1 y rD1 (Matias et al., 2010; 
Pérez et al., 2007)   
3.3.1 Identificación de los ácidos orgánicos con mayor eficiencia 
solubilizadora de fósforo  
La reacción consistió en obtener el ácido puro a diferentes concentraciones y luego, cada 
una de estas concentraciones se mezcló con cada uno de los fosfato a la concentración 
utilizada en la fermentación (0.5 g/L) (Tabla 3-1). El medio se ajustó a 100 ml y el ensayo 
se realizó por triplicado, a temperatura ambiente y agitándose por 20 minutos a 100 rpm. 
Finalmente, se determinó el fósforo soluble en cada reacción utilizando el método 
mencionado en el numeral 3.2.4. Los reactivos empleados fueron grado analítico marca 
Merck. 
 
Para determinar si existen diferencias significativas entre los ácidos en cuanto a la 
capacidad de solubilización en cada fuente de fosfato, se estableció el experimento como 
un diseño completamente al azar, donde los tratamientos correspondieron a los 
diferentes ácidos y la variable de respuesta a la máxima cantidad de fósforo soluble que 
cada ácido generó. Se determinó el análisis de varianza correspondiente con una 
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significancia del 95%, y las medías de los tratamientos se compararon utilizando la 
prueba de Duncan. Todos los análisis se corrieron utilizando el paquete estadístico SAS 
versión 9.1.3.  
 
Tabla 3-1. Concentraciones de los ácidos orgánicos puros y los fosfatos, utilizadas en la 
reacción de solubilización 
Fuente: Elaboración propia 
3.4 Evaluación en invernadero de los efectos del hongo, 
bacteria y de dos ácidos orgánicos seleccionados en 
la emergencia de semillas de L sativa y en su 
crecimiento inicial 
3.4.1 Multiplicación de los microorganismos a evaluar 
Los aislados escogidos para el ensayo de invernadero (H3 y B5), se multiplicaron 
depositando sobre 75 ml de medio PDA una cantidad suficiente de inóculo procedente de 
los microorganismos conservados por Cisneros R, C. A, (2015). Los erlenmeyer se 
colocaron en un agitador orbital a 160 rpm, temperatura y luz ambiental, por 48 horas 
Reactivo 1 Reactivo 2 
Ácido Concentraciones (ppm) Fosfato Concentración 
Glucónico 200 - 500 - 1000 - 1500 - 1750 - 2000 – 2500 Ca3(PO4)2 0,5 g/L 
Cítrico 30 - 150 - 300 - 450 - 600 - 900 – 1500 Ca3(PO4)2 0,5 g/L 
Málico 30 - 150 - 300 - 450 - 600 - 900 – 1500 Ca3(PO4)2 0,5 g/L 
Láctico 80 - 240 - 880 – 1800 Ca3(PO4)2 0,5 g/L 
Glucónico 200 - 500 - 1000 - 1500 - 1750 - 2000 – 2500 AlPO4 0,5 g/L 
Cítrico 30 - 150 - 300 - 450 - 600 - 900 – 1500 AlPO4 0,5 g/L 
Málico 30 - 150 - 300 - 450 - 600 - 900 – 1500 AlPO4 0,5 g/L 
Láctico 80 - 240 - 880 – 1800 AlPO4 0,5 g/L 
Glucónico 200 - 500 - 1000 - 1500 - 1750 - 2000 – 2500 FePO4 0,5 g/L 
Cítrico 30 - 150 - 300 - 450 - 600 - 900 – 1500 FePO4 0,5 g/L 
Málico 30 - 150 - 300 - 450 - 600 - 900 – 1500 FePO4 0,5 g/L 
Láctico 80 - 240 - 880 – 1800 FePO4 0,5 g/L 
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para la bacteria y 120 horas para el hongo. Al finalizar  la multiplicación, los medios se 
ajustaron a una concentración adecuada (108 ufc/ml en bacterias y 109 ufc/ml en hongos) 
(Cañedo & Ames., 2004; Mittal et al., 2008; Kaur & Reddy., 2014). 
3.4.2 Estimación de las concentraciones de los ácidos orgánicos 
a utilizar en el invernadero   
En el numeral 3.2.3, se determinó que el ácido cítrico lo producen preferiblemente los 
hongos y el glucónico las bacterias. Las cantidades a utilizar en el invernadero se 
establecieron en 3 dosis: baja, media y alta. En cítrico, la dosis baja correspondió a la 
implementada por Mendoza et al., (2003), y la alta por Bolan et al., (1994), en cuanto a la  
medía, se utilizó una cantidad promedio entre la baja y alta.  Para el glucónico, se tomó 
como referencia los resultados observados en el etapa 3.3.1, donde el ácido necesitó una 
concentración casi tres veces mayor a la del cítrico para solubilizar aproximadamente la 
misma cantidad de fósforo en fosfato de calcio, y la diferencia se relaciona con los grupos 
carboxílicos, puesto que el cítrico posee 3 y el glucónico 1 (McMurry., 2004), por tanto, es 
esta relación (Cítrico 1:3 Glucónico) en cuanto la concentración de los ácidos la que se 
estableció (Tabla 3-2). 
Tabla 3-2. Dosis de los ácidos (mmol) utilizados en el ensayo de invernadero 
Nivel Cítrico Glucónico 
Bajo 0.26 0.75 
Medio 0.75 2.22 
Alto 1.56 4.59 
Fuente: Mendoza et al., (2003), Bolan et al., (1994) 
3.4.3 Prueba de emergencia de las semillas L sativa  
Se utilizaron semillas de L. sativa variedad BLACK SIMPSON, obtenidas comercialmente 
de la marca SGA. Se les realizaron pruebas de emergencia siguiendo el método 
establecido por Rao et al.,  (2007). 
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3.4.4 Evaluación preliminar del efecto de los ácidos y 
microorganismos seleccionados sobre semillas y plántulas 
de L. sativa 
Se evalúo la capacidad de germinación de las semillas de L. sativa en presencia de 
diferentes ambientes, como son; ácido cítrico en tres dosis (0.26, 0.75 y 1.56 mmol 
mmol), glucónico (0.75, 2.22 y 4.59 mmol), hongo a una concentración de 109 ufc/ml y 
bacteria a 108 ufc/ml. Para cada ambiente se empleó una caja Petri, la cual se le cubrió el 
fondo con papel absorbente y se adicionó 4 ml del ácido con la cantidad determinada y 1 
ml del microorganismo, en este último tratamiento se añade 3 ml de agua para garantizar 
el mismo nivel de humedad en todos los ensayos, seguidamente, se introdujeron 30 
semillas y se deja en la oscuridad por 5 días a temperatura ambiente. Como blanco se 
dispone de 4 ml de agua. 
3.4.5 Ensayo en invernadero 
Se establecieron 28 tratamientos (Tabla 3-4) para evaluar el efecto de la fertilización con 
roca fosforita Fosforita Huila (RF), y la aplicación de hongo, bacteria y ácidos orgánicos, 
sobre varios parámetros de crecimiento de plantas L. sativa sembradas en un suelo ácido 
y altamente deficiente en P, con ciertas características químicas (Tabla 3-5).  
 
Se contaron con dos condiciones: con fuente de fósforo y sin fuente de fósforo. Las dosis 
de RF usadas fue 5.28 mg por 40 g de suelo (equivale 14 ppm de fósforo adicionado), 
establecida en función a lo utilizado por Bolan et al., (1994). La RF tuvo las siguientes 
características: 26% de P2O5, 40% de CaO, solubilidad en citrato de amonio neutro 3.1% 
(reactividad medía). Se sembraron dos semillas por unidad experimental, una de ellas se 
eliminó a los 15 días de efectuada la siembra. El cultivo se mantuvo en observación 
constante y con riegos de agua de forma periódica para mantener el suelo a capacidad 
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Tabla 3-3. Descripción de los tratamientos utilizados en el ensayo de invernadero 
Tratamiento Suelo Biofertilizante Dosis 
T1 Con P Sin Biofertilizante   
T2 Con P Ac Cítrico 0,26   mmol 
T3 Con P Ac Cítrico 0,75   mmol 
T4 Con P Ac Cítrico 1,56    mmol 
T5 Con P Ac Glucónico 0,75   mmol 
T6 Con P Ac Glucónico 2,22   mmol 
T7 Con P Ac Gluc.ónico 4,59   mmol 
T8 Con P Hongo 1X10-8 ufc/ml 
T9 Con P Bacteria 1X10-9 ufc/ml 
T10 Con P Hongo + Bacteria 1X10-4 ufc/ml + 1X10-9 ufc/ml 
T11 Con P Hongo + Ac Cítrico 1X10-8 ufc/ml + 0,026 mmol 
T12 Con P Hongo +  Ac Glucónico 1X10-8 ufc/ml + 0,75 mmol 
T13 Con P Bacteria +  Ac Cítrico 1X10-9 ufc/ml + 0,26 mmol 
T14 Con P Bacteria + Ac Gluónico 1X10-9 ufc/ml + 0,75 mmol 
T15 Sin  P Sin Biofertilizante   
T16 Sin  P Ac Cítrico 0,26 mmol 
T17 Sin  P Ac Cítrico 0,75   mmol 
T18 Sin  P Ac Cítrico 1,56    mmol 
T19 Sin  P Ac Glucónico 0,75   mmol 
T20 Sin  P Ac Glucónico 2,22   mmol 
T21 Sin  P Ac Glucónico 4,59   mmol 
T22 Sin  P Hongo 1X10-8 ufc/ml 
T23 Sin  P Bacteria 1X10-9 ufc/ml 
T24 Sin  P Hongo + Bacteria 1X10-4 ufc/ml + 1X10-9 ufc/ml 
T25 Sin  P Hongo + Ac Cítrico 1X10-8 ufc/ml + 0,26 mmol 
T26 Sin  P Hongo + Ac Glucónico 1X10-8 ufc/ml + 0,75 mmol 
T27 Sin  P Bacteria + Ac Cítrico 1X10-9 ufc/ml + 0,26 mmol 
T28 Sin  P 
Bacteria + Ac 
Glucónico 
1X10-9 ufc/ml + 0,75 mmol 
Fuente: Elaboración propia 
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Al 0.64 cmol/kg 
MO 106.48 g/kg) 
S 39.2 mg/kg 
B 0.78 mg/kg 
P-Bray-II 3.05 mg/kg Fe 36.34 mg/kg 
K 0.45 cmol/kg Mn 23.32 mg/kg 
Ca 2.44 cmol/kg Cu 0.81 mg/kg 
Mg 0.51 cmol/kg Zn 2.12 mg/kg 
Fuente: Cisneros R, C. A., (2015) 
 
A los 30 días de establecido el ensayo, se evaluaron las siguientes variables en cada uno 
de los tratamientos: 
 Estimación del fósforo total en el suelo usado para el ensayo  
Se determinó por medio de una digestión ácida (Pierzynski., 2000), donde se mezclaron 
2 gramos de suelo con tamaño de partícula menor a 5 mm y 30 ml de ácido perclórico a 
60 %, se calentó a 170oC hasta que la solución se volvió transparente y finalmente, se 
cuantificó el fósforo por medio del método establecido en el numeral 3.2.4. 
 Estimación del fósforo soluble en el suelo  
En cada uno de los suelos donde se implementó cada tratamiento, se determinó el 
fósforo soluble, utilizando la técnica BrayII (Pierzynski., 2000), que consistió en colocar 2 
gramos de suelo fino en un erlenmeyer de 50 ml, luego se adicionó 20 ml de solución 
extractante (0.025 M HCl en 0.03 M NH4F). Se agitó a 200 rpm por 5 minutos a 
temperatura ambiente, y se añadió 200 mg de carbón activado. Completado el tiempo  se 
pasó a través de filtros Whatman No. 42, y al filtrado se le determinó el fósforo con el 
procedimiento indicado en el numeral 3.2.4. 
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 Estimación del pH en el suelo 
A cada uno de los tratamientos se le realizó una disolución del suelo en agua en una 
relación 1:1, se agitó por 1 minuto y se midió el pH en un pH-metro marca Mettler Toledo 
(Zapata Hernández & others., 2004). 
 Estimación del peso fresco  
Se extrajo las plántulas del área donde se cultivó, luego, se lavó la raíz con agua 
destilada para retirar fragmentos de tierra, se seca con toallas absorbentes y se pesaron 
en una balanza analítica marca ohaus (Peña & Cely., 2011). 
 Estimación del peso seco  
Después de determinar el peso fresco, se tomó cada plántula y se secó a 70oC por 72 
horas. Transcurrido el tiempo, se dejó enfriar el material por 2 horas y se registraron los 
pesos (Peña & Cely., 2011). 
 Análisis de variables 
Los tratamientos se dispusieron en un diseño de parcelas divididas, donde las parcelas 
corresponden a las condiciones del ensayo; con fósforo y sin fósforo, y los tratamientos a 
los establecidos en la Tabla 3-3. A cada una de las variables determinadas se le realizó 
un análisis de varianza, utilizando el paquete estadístico SAS versión 9.1.3. La diferencia 
entre medías se evaluó con la prueba de Duncan (α=0.05).  
 
También se realizó un análisis de matriz de correlación para determinar si hay relación 
entre las variables de respuestas. Al establecer la relación existente, se determinó la 
correlación entre los tratamientos y las variables por medio de un análisis de matriz 





4.1 Producción de ácidos orgánicos y fósforo 
solubilizado por los microorganismos seleccionados  
4.1.1 Estimación del crecimiento de los hongos y bacterias a 
través del proceso fermentativo 
Las poblaciones de bacterias alcanzan el orden de 107 a 108 ufc/ml en los primeros dos 
días de crecimiento, pero, entre el quinto y séptimo día las poblaciones decrecen al orden 
de 106 ufc/ml. Son más eficientes creciendo sobre P-Ca que sobre las otras dos fuentes 
estudiadas (Figura 4-1a), en las cuales los valores poblacionales son mínimos.  
 
Al reducir la escala en la gráfica (Figura 4-1b), para apreciar el crecimiento en fosfato de 
aluminio, se establece que todas las bacterias analizadas logran multiplicarse en un 
tiempo relativamente corto por lo que alcanzaron muy rápido la fase declive, conllevando 
a una población permanentemente baja durante la fermentación. De igual manera, en 
fosfato de hierro se observó que sólo dos bacterias logran desarrollar una mínima 
población. 
 
Por el contrario, en P-Ca los hongos alcanzan sólo la mitad de los valores logrados por 
las bacterias (104 ufc/ml). Sin embargo, el crecimiento fungoso aunque con altibajos es 
continuo a través de los 7 días de evaluación presentando la fase exponencial (Figura 4-
1c). En cuanto a P-Al, la mayoría  continuaron con el mismo comportamiento que en P-
Ca, y sólo en P-Fe se establece que 4 de los 5 hongos disminuyen su población en los 
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Figura 4-1. Crecimiento de los 10 microorganismos en medios de cultivos con diferentes 
fuentes de fosfato: P-Ca: fosfato de tricálcico, P-Al: Fosfato de aluminio y P-Fe: Fosfato 
de hierro 





















Fuente: Elaboración propia 
Como se estableció en la metodología, estas evaluaciones de crecimiento bacteriano y 
fungoso a  través del tiempo se complementaron con estimaciones de ácidos orgánicos y 
P soluble liberado por los diez microorganismos analizados. El seguimiento a través de 
los siete días permitió definir el día séptimo como el más adecuado para hacer las 
valoraciones de estas variables y su análisis estadístico. 
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4.1.2 Estimación cualitativa y cuantitativa de los ácidos 
orgánicos liberados por los microorganismos en la 
fermentación 
En general, tanto bacterias como hongos presentaron la capacidad de generar ácidos 
orgánicos entre los que se estimaron: ácido cítrico, glucónico, D-málico, D-láctico, L-
málico, L-láctico y acético. Ninguno de los microorganismos produjo oxálico (Figura 4-2). 
 























Convenciones: T=Testigo, B= bacterias y H=hongos.  P-Ca: Fosfato de tricálcico, P-Al: Fosfato de aluminio, y P-Fe: 
Fosfato de  hierro 

















Microorganismo en cada  fuente de fosfato 
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Los dos grupos microbianos variaron en los ácidos orgánicos y cantidades que 
produjeron. Las cinco bacterias liberaron ácido glucónico, mientras que los hongos 
generaron cítrico, málico y láctico. La fuente de fosfato que se utilizó durante la 
fermentación determinó la producción de ácidos orgánicos. En promedio, en presencia de 
fosfato tricálcico se registraron los mayores valores, en fosfato de aluminio ocurrió un 
descenso en la concentración de aproximadamente la mitad y por último, en fosfato de 
hierro se observó una significativa reducción en la fermentación (Figura 4-3). 
 




















Convenciones: Cada cantidad de ácido presentado en cada fuente de fosfato corresponde al promedio entre todos los 
microorganismos 
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Al realizar el análisis estadístico convencional se encontró que el CV en los ácidos 
orgánicos estimados fluctuaba considerablemente,  presentando  cifras iguales o 
mayores a 80% en cada una de las fuentes de fósforo (A.  Anexo), valores muy 
diferentes a los encontrados por  Romano et al., (2005), donde estimaron que el CV para 
ensayos in vitro es máximo 9.8%. De igual manera, Ghaly & Kamal., (2004)  
establecieron que en un sistema de fermentación sumergido utilizando levadura las 
variables determinadas presentaron CV entre 3.9 % y 8.8%. Por otra parte Prakash & 
Srivastava., (2005) que experimentaron con crecimiento celular y producción de 
metabolitos secundarios estipularon un CV de 14.76%, mientras  que Molloy et al., (2003) 
que trabajaron con cultivos bacterianos su CV fue de 31%, además, en ensayos de 
campo en agricultura se establece como un máximo permisible en CV de 33% (Patel et 
al., 2001) y finalmente, Rathi et al., (2002) determinaron un CV de 39.05% para la 
producción de lipasas en la bacteria  Burkholderia sp.  
 
También se evidenció una correlación baja o negativa entre los ácidos identificados y el 
fósforo soluble (B. Anexo). A pesar de ello, el ácido cítrico presento la correlación más 
alta en las tres fuentes. Aparentemente, estos resultados arrojan dudas sobre la 
distribución normal entre los tratamientos y la confiabilidad del ensayo. 
 
La búsqueda de explicación a estos resultados  llevó a establecer que la concentración 
de los ácidos determinados no correspondía al total de los producidos por el 
microorganismo, ya que una parte de éstos se consumían en la reacción de 
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Figura 4-4. Esquema de producción y reacción de los  ácidos orgánicos durante el 
proceso de fermentación 
Convenciones: Ac=Ácido, X pude ser Ca, Al o Fe, n= 1, 2,3, que corresponde a la cantidad de iones presente en la 
molécula 
Fuente: Elaboración propia 
 
Como se desprende del análisis de la Figura 4-4, el total de ácidos producidos por cada 
microorganismo corresponden: 1. Ácidos que participan en la solubilización del fosfato 
(C), 2. Ácidos determinados por HPLC (Ácidos sin reaccionar - D). Teniendo en cuenta la 
reacción (E), se procedió a calcular estequiométricamente  los  ácidos no cuantificados 
en cada fuente de fosfato a partir del fósforo soluble, con el fin de conocer la cantidad 
producida. Como cada microorganismo generó varios ácidos se dirigió el cálculo a una 
unidad que equivalga a todos los ácidos producidos, y esta es la equivalencia ácida o 
cantidad de hidrógenos ácidos en un molécula,  expresada como acidez total (C. Anexo).  
 
Los hidrógenos ácidos, son aquellos hidrógenos que pertenecen al grupo carboxilo del 
ácido orgánico, y debido a fuerzas de atracción, estos hidrógenos fácilmente se liberan 
dejando en la molécula orgánica sitios ricos en electrones y aptos para formar enlaces 
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con cationes como el calcio, hierro, aluminio y potasio. Los hidrógenos al quedar libres 
disminuyen el pH del medio (McMurry., 2004).  
 
Con este cambio metodológico los resultados estadísticos cambiaron considerablemente, 
ya que la correlación entre acidez total (expresada como equivalentes ácidos en cada 
una de las fuentes de fosfato) y fósforo soluble (B. Anexo) fue positiva y altamente 
significativa, y el coeficiente de variación menor (P-Al: 39.53%, P-Ca:18.53%, P-
Fe:38.76%). Con base en estos cálculos, se logró comprobar que los ácidos orgánicos 
estaban relacionados con el proceso de solubilización del fósforo y que el diseño 
experimental implementado para estimar esta relación, fue confiable (Figura 4-5). 
 
Figura 4-5. Ácidos orgánicos expresados como ácidos totales (Ac. Totales), y fósforo 
soluble (P-Sol) generado por los hongos y  bacterias, en cada una de las fuentes de 
fosfato 
Convenciones: meq = miliequivalente, H=hongo y B=Bacteria, Las letras en las barras representan el agrupamiento de 
Duncan (α=0.05) 
Fuente: Elaboración propia 
 
El análisis de varianza (D. Anexo) para esta variable generada, indicó que existen 
diferencias significativas entre los tratamientos en cada una de las fuentes de fósforo. 
Los hongos H3 y H5 obtuvieron los mejores rendimientos en las 3 fuentes de P. Por el 
contrario, las bacterias presentaron los rendimientos más bajos y solo la B5 alcanzó la 
mayor producción de ácidos orgánicos en el medio con P-Ca (Tabla 4-1). 
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Tabla 4-1. Agrupamiento de los hongos y bacterias según la capacidad de producción de 
ácidos orgánicos (miliequivalente ácidos -meq/L), en las tres fuentes de fosfato utilizadas. 
Prueba de Duncan (α=0.05). 




Fosfato de hierro 
  





H5 11,2 A 
 
B5 23,6 A 
 
H5 5,80 A 
H3 11,1 A 
 
H5 20,9 AB 
 
H3 4,01 AB 
H1 5,15 B 
 
H3 19,7 AB 
 
H1 2,98 BC 
B5 3,82 B 
 
H2 17,0 BC 
 
B5 2,48 BCD 
B1 3,54 B 
 
H4 15,9 BCD 
 
H4 1,90 BCD 
H4 3,37 B 
 
H1 12,2 DEF 
 
B4 1,36 BCD 
H2 3,17 B 
 
B4 10,9 DFG 
 
H2 1,00 CD 
B4 3,03 B 
 
B2 10,3 DFG 
 
B2 0,88 CD 
B3 1,80 B 
 
B3 7,69 FG 
 
B3 0,79 CD 
B2 1,69 B 
 
B1 6,19 G 
 
B1 0,62 D 
Convenciones: Micro= Microorganismos, meq =miliequivalente ácidos 
Fuente: Elaboración propia 
4.1.3 Estimación de fósforo soluble generado por hongos y 
bacterias durante la fermentación 
La fuente de P que más fue solubilizada por los microorganismos es P-Ca (Figura 4-6), 
seguido por P-Al y por último P-Fe, siendo más eficientes los hongos. 
 
Figura 4-6. Fósforo solubilizado (P-sol- en ppm) liberado por bacterias y hongos en cada 










Fuente: Elaboración propia 
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Los  hongos H5 y H3 son los que presentan mayor eficiencia solubilizadora de fosfato en 
las tres fuentes, donde en P-Al y P-Fe alcanzan un rendimiento casi 3 veces mayor al 
presentado por las bacterias que fueron las menos eficientes, por el contrario, en P-Ca 
las diferencias  son menores (Tabla 4-2). 
 
Tabla 4-2 . Agrupamiento de los microorganismos según la capacidad de solubilización 
de fósforo (mg/L) en las tres fuentes de fosfato, utilizando la prueba de Duncan (α=0.05). 










H5 36,1 A 
 
H3 76,7 A 
 
H3 18,2A 
H3 28,3 B 
 
H5 72,1 AB 
 
H5 12,2B 
H2 25,7 C 
 
H4 68,7 BC 
 
H1 7,6  C 
H4 22,3 D 
 
H2 66,4 C 
 
H2 7,5  CD 
B1 21,7 D 
 
H1 56,5 D 
 
B3 7.0  CD 
H1 19,8 E 
 
B2 53,1 DE 
 
B4 6,8  D 
B5 11,2 F 
 
B5 51,1 DE 
 
H4 5,9  E 
B4 7,40 G 
 
B4 49,7 E 
 
B5 5,6  E 
B2 7,00 G 
 
B3 43,5 F 
 
B2 4,6  F 
B3 4,30 H 
 
B1 40,5 F 
 
B1 3,6  G 
Fuente: Elaboración propia 
4.2 Identificación de los microorganismos  y ácidos 
orgánicos con mayor eficiencia solubilizadora de 
fósforo. 
Dentro de los hongos y bacterias estudiados, con base en la habilidad demostrada para 
solubilizar las tres fuentes de P, se hizo identificación molecular de las  especies H3 y B5, 
correspondiendo a Penicillium ochrochloron Y Kocuria sp., respectivamente. Las 
características de ambos fueron descritas por Cisneros R, C. A, (2015). 
4.2.1 Identificación de los ácidos orgánicos con mayor eficiencia 
solubilizadora de fósforo 
La prueba in vitro de la capacidad solubilizadora de P de los ácidos puros cítrico, 
glucónico, málico y láctico, mostró que todos son buenos solubilizadores de P-Ca; Málico 
y láctico ocasionaron la mayor disponibilidad de P soluble. Cuando se cambia a P-Al, el P 
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disponible disminuye drásticamente, aún en presencia de cítrico (el más eficiente), y la 
situación de disponibilidad del P aún es más crítica cuando se usa P-Fe (Tabla 4-3, 
Figura 4-7) 
 
Tabla 4-3. Agrupamiento de los ácidos orgánicos en cada fuente de fosfato según él 
fósforo soluble generado (ppm), utilizando la prueba de Duncan (P=0,05). 






























Fuente: Elaboración propia 
 













Convenciones: conc = concentración 
Fuente: Elaboración propia 
Conc. Ácido (ppm) 
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4.3 Evaluación en invernadero de los efectos de 
Penicillium ochrochloron, Kocuria sp y de los ácidos 
cítrico y glucónico en semillas de L. sativa  
4.3.1 Evaluación preliminar del efecto de los ácidos y 
microorganismos seleccionados sobre semillas de L sativa 
De acuerdo con los resultados indicados en la Figura 4-2, los microorganismos 
evaluados produjeron mayores cantidades de glucónico en bacterias y cítrico en hongos. 
Por tanto, fueron  estos ácidos los seleccionados, con el fin de evaluar el efecto de tres 
concentraciones sobre las semillas. En las semillas de L. sativa todos los ácidos 
orgánicos evaluados en sus diferentes concentraciones inhibieron el proceso de 
germinación (Figura 4-8). En los testigos microbianos, las semillas germinaron sin 
problema. 
 
Figura 4-8. Efecto del ácido cítrico y glucónico en tres concentraciones  diferentes sobre 
la emergencia de las semillas de L. sativa 
 
Fuente: Elaboración propia 
4.3.2 Ensayo en invernadero 
En la Figura 4-9 se observó que la altura de las plántulas varió muy poco entre los 
tratamientos, sus longitudes oscilaron entre 4 y 5 cm a los 30 días de siembra. Sin 
embargo, en el desarrollo de la raíz se observaron diferencias notorias en las longitudes 
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y morfología radical, en donde estas observaciones se describen en detalle en la 
discusión. En los tratamientos donde interactuaron los microorganismos y especialmente, 
el ácido cítrico, se hace evidente una ramificación más temprana de la raíz, en 
comparación con el testigo. Estos mismos tratamientos presentaron los mejores 



























Fuente: Elaboración propia 
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Figura 4 9. Crecimiento en plántulas y raíz de la L. sativa,  a los 30 días de siembra 







Bacteria              
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Bacteria             




Hongo                
+ 
Ac Cítrico 
   
 
Convenciones: los números representan las siguientes observaciones en la raíz, (1) formación de encallados, (2) disminución en la longitud de la raíz,  (3) ausencia de pelos radicales 







 Estimación del fósforo total en el suelo usado para el ensayo  
El suelo utilizado en el ensayo presentó 1394 ppm de fósforo total, resultado similares 
fueron reportados por Bravo et al.,  (2007)   que trabajaron con suelos del mismo sitio 
 Estimación del fósforo soluble en el suelo 
En las variables de respuesta, la ANDEVA (G. Anexo) indicó que existen diferencias 
significativas entre los tratamientos, más no entre parcelas o fuentes (Con y sin adición 
de fosfato), tal vez debido a la cantidad de  fosforita Huila adicionada (equivalente a 14 
ppm de P), la cual es insignificante ante el fósforo total o fósforo no disponible (1394 
ppm). De esto se infiere que es innecesaria una fertilización que implique adición de 
fosfatos, sino más bien estimular los mecanismos que permitan hacer disponible el P 
presente en el suelo, como se puede observar en los tratamientos más eficientes de este 
ensayo (Tabla 4-4).  
 
Tabla 4-4. Agrupamiento de los tratamientos según el fósforo disponible (ppm) presente 
en el suelo, utilizando la prueba de Duncan (α=0.05). 
Tratamiento 
Grupo 
1 2 3 4 5 6 
Hongo 13,8 A                     
Hongo + Ac Cítrico 13,6 A 
          
Hongo + Ac Glucónico 
  
11,3 B 
        
Ac Cítrico (1,56 mmol) 
  
10,5 BC 
        
Ac Glucónico (4,59 mmol) 
  
10,1 BC 
        
Hongo + Bacteria 
    
8,9 CD 
      
Bacteria 
    
8,6 CD 
      
Bacteria + Ac Cítrico 
    
7,5 DE 
    
Ac Cítrico (0,75  mmol) 
    
7,5 DE 
    
Ac Glucónico (2,22  mmol) 
      
7 E 
  
Ac Glucónico (0,75  mmol) 
      
6,5 E 
  
Ac Cítrico  (0,26 mmol) 
      
5,9 E 
  
Testigo                 3,1 F 
Convenciones: Ac =  ácido 
Fuente: Elaboración propia 
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En general, todos los tratamientos incrementaron la disponibilidad del fósforo en el suelo. 
P. ochrochloron y su interacción con los ácidos orgánicos a bajas concentraciones  
lograron aumentar 4 veces dicha variable. De tendencia similar a la anterior, se 
encuentra el cítrico y glucónico  en sus concentraciones  más altas. 
 Estimación del pH en el suelo 
Ninguno de los tratamientos modificó significativamente el pH original del suelo, 
evidenciándose al compararlo con el testigo (Figura 4-10) 
 
Figura 4-10. Efecto de los tratamientos sobre el pH en el suelo 
 
Fuente: Elaboración propia 
 Estimación del peso fresco y seco  
El efecto más notorio ocurrió en la interacción de los microorganismos con los dos ácidos 
a bajas concentraciones, en comparación con el testigo y el ácido glucónico aplicado 


















Tabla 4-5. Agrupamiento de los tratamientos según el peso fresco y seco (mg) 
desarrollado por la plántula, utilizando la prueba de Duncan (α=0.05). 






Hongo + Ac Glucónico 22,6 A 
 
Bacteria + Ac Glucónico 1,3 A 
Hongo + Ac Cítrico 20,5 AB 
 
Hongo + Ac Cítrico 1,2 AB 
Bacteria + Ac Glucónico 18,7 ABC 
 
Hongo + Ac Glucónico 1,1 ABC 
Ac Cítrico (1,56 mmol) 17,8 ABC 
 
Bacteria + Ac Cítrico 1,0 ABCD 
Hongo + Bacteria 17,2 ABC 
 
Ac Cítrico (1,56 mmol) 1,0 ABCD 
Hongo 16,9 ABC 
 
Ac Glucónico (4,59 mmol) 1,0 ABCD 
Bacteria + Ac Cítrico 16,1 ABC 
 
Hongo 1,0 BCD 
Ac Cítrico (0,75   mmol) 13,9 BCD 
 
Ac Glucónico (2,22   mmol) 0,9 CDE 
Bacteria 13,9 BCD 
 
Bacteria 0,8 CDE 
Ac Glucónico (0,75   mmol) 12,4 CD 
 
Hongo + Bacteria 0,8 CDE 
Ac Glucónico (4,59 mmol) 12,3 CD 
 
Ac Glucónico (0,75   mmol) 0,8 CDE 
Ac Cítrico (0,26 mmol) 12,0 CD 
 
Ac Cítrico (0,75   mmol) 0,8 DE 
Ac Glucónico (2,22   mmol) 11,8 CD 
 
Ac Cítrico (0,26 mmol) 0,6 E 
Testigo 8,40 D 
 
Testigo 0,6 E 
Fuente: Elaboración propia 
 Análisis de variables 
La gráfica de las variables (Figura 4-11) sobre el círculo de centro 0 y radio 1 formó un 
sólo grupo: peso seco (W Seco), peso fresco (W Fresco) y fósforo disponible (P 
disponible), indicando que todas las variables están relacionadas y por tanto, algunos 
tratamientos pueden explicar la variabilidad. 
 
El hecho de que las variables estén muy cerca al borde del círculo muestran que están 
bien representadas por el plano formado sobre el eje X, lo que ayudó a identificar 
aquellos tratamientos que influyeron positivamente, evidenciándose en el análisis de 
nube de individuos (Figura 4-12) donde los tratamientos que mejor efecto presentaron 
sobre las variables determinadas son la interacción del hongo con los ácidos a bajas 
concentraciones, seguido por el hongo y ácido cítrico (concentración alta), luego, la 
bacteria + ácido glucónico (concentración baja) influyó mejor en el peso seco. Finalmente 
se estableció la bacteria + ácido cítrico (concentración baja) 
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Figura 4-11. Círculo de correlaciones de las  variables determinadas en el ensayo 
 
Fuente: Elaboración propia 
 







En esta investigación la correlación encontrada entre los ácidos totales y fósforo soluble 
(B. Anexo) se puede visualizar como una dinámica biotecnológico inducida por los 
tratamientos aplicados (Figura 5-1), que reproducen artificialmente “in vivo” algunos 
componentes de los ciclos biogeoquímicos que suceden cotidianamente en la naturaleza 
(Filippelli, 2002).  
 
Figura 5-1. Dinámica biotecnológica de la solubilización de fosfatos “in vitro”,  
 
Convenciones: El signo representa el efecto del ión solubilizado o disponible sobre el crecimiento microbiano: (+) efecto 
positivo, (+/-) que el efecto no es tan positivo o en algunos casos es negativo, y (–) efecto negativo  
Fuente: Elaboración propia 
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La  Figura 5-1 representa lo sucedido en el birreactor utilizado, donde la fuente de fosfato 
al solubilizarse puede estimular o inhibir la producción de ácidos orgánicos en los 
microorganismos, y estos ácidos influyen  en la generación de fósforo disponible. Las 
Figuras 4-2, 4-3 y 4-5, fundamenta  las anteriores afirmaciones. La fuente de fosfato que 
presentó mayor producción de ácidos orgánicos (P-Ca > P-Al > P-Fe) en presencia de 
actividad de los microorganismos estudiados, coincide con la producción de la mayor 
cantidad de fósforo soluble (Figura 4-6). Con respecto a lo anterior, se logró estructurar el 
proceso de solubilización en dos etapas que ocurren así: 
 Crecimiento microbiano en fuentes de fosfatos insoluble de Ca, Al y Fe 
 Mecanismo de solubilización de los ácidos orgánicos producidos por los 
microorganismos 
5.1 Crecimiento microbiano en fuentes de fosfatos 
insoluble de Ca, Al y Fe 
Para comprender el proceso de fermentación se partió del efecto que ejerció cada fuente 
de fosfato en el microorganismo. La primera fuente a analizar fue el fosfato tricálcico, 
donde los hongos como las bacterias lograron su mayor rendimiento en cuanto a la 
producción de ácidos (Figura 4-5) y crecimiento de la población (Figura 4-1). Este 
comportamiento está relacionado con lo señalado por Dominguez, (2004); Papagianni, 
(2004), He, Yang, & Stoffella., 2005, estableciendo que uno de los factores determinantes 
en la generación de metabolitos secundarios es el desarrollo de los microorganismos, el 
cual es influenciado por la presencia de ciertos elementos y/o compuestos. 
5.1.1 Efecto de los compuestos generados en el proceso de 
solubilización sobre el crecimiento y producción de ácidos 
orgánicos en los microorganismos 
En cuanto al crecimiento, los hongos desarrollaron la fase exponencial y no llegan a la 
fase de declive durante el periodo de fermentación en P-Ca, por el contrario, las bacterias 
lograron el doble de la población obtenida por los hongos entre los días 3 y 5, pero 4 de 
las 5 bacterias presentaron una disminución poblacional en el día 7, con excepción de la 
B3 que tardó casi 5 días en iniciar su germinación y sólo alcanzó la fase exponencial 
(Figura 4-1 a y c). Tendencias similares fueron encontraron Chen et al., (2006); Khan et 
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al., (2009), quienes relacionan la efectividad de las bacterias en la producción de ácidos 
con el incremento poblacional en cortos periodos de vida. Por el contrario, los hongos 
presentan menores poblaciones pero perduran más en el tiempo, lo cual se refleja en su 
capacidad de producir más ácidos orgánicos y por lo tanto, de solubilizar más fósforo. 
 
El estímulo en el crecimiento poblacional va acompañado con la liberación de las 
primeras trazas de ácidos que al reaccionar con la fuente de fosfato inician su 
solubilización. Según Papagianni, (2004) este fósforo soluble y otros nutrientes que 
quedan disponibles (como se verá más adelante),  se convierten en fuente alimenticia 
para el microorganismo involucrado. 
 
Madi et al., (1997); Naveena et al., (2011); Omoifo, (2013) mencionan que el calcio 
disponible induce desarrollo hifal, con un mejor desarrollo fungoso. En cuanto a las 
bacterias, Onoda et al., (2000); Cooper, (2012) registraron que el contenido de calcio en 
las células bacterianas juega un rol importante en los ciclos de división celular, 
conllevando a un incremento poblacional, como es el caso Escherichia coli L-Form NC-7. 
 
En presencia de P-Al la producción de ácidos orgánicos disminuyó en hongos y 
principalmente en bacterias (Figura 4-5). El efecto tóxico del Al solubilizado es invisible 
inicialmente y se apreció sólo a través del tiempo de incubación bacteriana, en la medida 
que se concentra en el medio de cultivo. Fransson et al., (2004) sugirieron que las 
bacterias y las levaduras tienen la capacidad de tomar sales orgánicas de aluminio en 
unas cantidades muy pequeñas sin causar un efecto negativo. Mientras que Illmer & 
Erlebach, (2003) encontraron que cuando la concentración de aluminio  superaba los 30 
µM se apreciaba un efecto perjudicial sobre las  bacterias del género Arthrobacter sp. 
 
En el caso de los hongos, en P-Al, éstos crecieron en forma similar a como lo hicieron en 
P-Ca (Figura 4-1a). Diferentes autores han explicado este comportamiento por medio de 
un mecanismo interno de tolerancia en la pared celular, ya que está tiene la capacidad de 
adsorber el Al3+ mediante grupos funcionales como los hidroxilos, aminas y carboxilos, 
presentes en los polisacáridos (Chao et al., 2013).  También Piña & Cervantes, (1996); 
Baudoin et al., (2008) mencionan que el almacenamiento se da en las vacuolas de la 
pared celular, con lo cual contrarrestan la toxicidad de este elemento. 
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A pesar de mantenerse la población, los ácidos disminuyeron  en comparación con P-Ca. 
Madi et al., (1997),  Illmer & Buttinger, (2006) han encontrado que en los hongos la poca 
disponibilidad del calcio en una fuente alumínica,  estimula la producción de biomasa e 
inhibe la secreción de ácidos. 
 
En  fosfato de hierro la disminución de ácidos orgánicos afecta a los dos grupos 
microbianos (Figura 4-5). Este fenómeno en el caso de las bacterias, las cuales en 
general redujeron su tasa poblacional, ha sido atribuido a la presencia del Fe3+ como 
parte del FePO4.  Chamnongpol et al., (2002), sostiene que el hierro en este estado logra 
permeabilizar la membrana de la bacteria por la parte externa lo que conlleva a la lisis y 
muerte. 
 
Por el contrario, en los hongos aunque fue mínima la formación de ácidos, las 
poblaciones crecieron, no obstante en menor proporción a P-Ca. El hierro en esta 
condición se encuentra en forma férrica, y de acuerdo a lo registrado por Philpott, (2006), 
en este estado de oxidación el elemento no es tomado, pues la pared celular de los 
hongos utiliza un sistema reductor que implica dos etapas. Primero, ocurre la reducción 
del hierro férrico (Fe3+) a ferroso (Fe2+)  en la membrana plasmática por proteínas 
designadas FRE reductasas, y luego, es transportado al interior de la célula por la 
función de proteínas especializadas denominadas FIT. Al encontrarse hierro disponible 
dentro de la célula se incrementa la actividad metabólica aumentando la concentración 
de moléculas de ATP (Oexle et al., 1999), y según Kristiansen et al., (2002) el aumento 
de energía activa el crecimiento de la población que se torna filamentosa y afecta la 
producción de ácidos orgánicos. 
 
Cuando la concentración intracelular del Fe2+ incrementa su efecto se vuelve tóxico, ya 
que reacciona con el oxígeno y genera radicales libre que llegan a atacar 
macromoléculas como el ADN conduciendo a la muerte celular (De Freitas & Meneghini., 
2001), Aparentemente esto explica que los hongos H1, H2, H3 y H4 disminuyeran su 
población entre el quinto y séptimo día de la fermentación. El único hongo que no 
presenta este descenso es el H5, considerando que posiblemente posee un mayor 
número de proteínas hemo que almacenan el hierro intracelular (Philpott., 2006), 
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contrarrestando el efecto tóxico y presentando mayor tolerancia a altas concentraciones 
de hierro. 
 
Los microorganismos se estimularon de manera  diferente en presencia de P-Ca, P-Al y 
P-Fe, en donde los hongos H5 y en especial el H3 lograron solubilizar en diferente 
magnitud, las tres fuentes. Por el contrario, las bacterias sólo alcanzan un buen 
desempeño en P-Ca, en el que la B5 y B2 consiguieron los mejores resultados. 
 
La capacidad solubilizadora de los microorganismos puede estar relacionada con el tipo 
de ácido que metabolizan, ya que la B5 produjo concentraciones significativas de 
glucónico en P-Ca, y el H3 cítrico en todos los medios (Figura 4-2), y es aquí, donde se 
hace importante dilucidar los mecanismos de solubilización de cada ácido orgánico, 
indicándose en la dinámica  biotecnológica (Figura 5-1). 
5.2 Mecanismo de solubilización de los ácidos orgánicos 
producidos por los microorganismos  
Para entender la reacción que se presenta entre los ácidos orgánicos y las diferentes 
fuentes de fósforo evaluadas, se parte de las propiedades químicas que tiene cada uno 
de ellas. Una de estas propiedades es la estabilidad que presenta la  molécula (Martí, 
2002), la cual se define por la constante de formación (KF) o constante de estabilidad 
(KE). Entre mayor sea el valor de la constante más estable es la molécula (Tabla 5-1). 
 
Tabla 5-1. Constante de estabilidad (KE) de los fosfatos 





Fuente: M. Aguilar et al., (2014) 
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La estabilidad de los fosfatos depende del pH del medio (Figura 5-2), así, la alta 




Figura 5-2. Efecto del pH sobre la solubilidad de los fosfatos 
 
Fuente: Lindsay., (1979); Hinsinger., (2001) 
El fosfato de calcio a un pH de 8 presenta la más baja solubilidad pero a medida que el 
pH desciende,  su solubilidad se incrementa (Johnsson & Nancollas., 1992; Tung., 2004). 
Este comportamiento se explica porque todos los fosfatos de calcio sufren cambios 
microestructurales en medio ácido (Greenfield and Eanes,. 1972; Harries et al. 1987;  
Tamai and Nakahira,  2004; Combes and Rey,  2010; Salma et al., 2010) y, con 
excepción de la apatita, todos convergen en una misma molécula de CaHPO4 o 
CaHPO4.2H2O, comportándose como un complejo de ortofosfatos con una constante de 
estabilidad de menor magnitud (Tabla 5-1) y por tanto, gran parte del compuesto se 
separa  en sus iones en presencia de agua, de ahí, que la solubilidad aumenta casi 
10000 veces en comparación con la de Ca3(PO4)2 (Figura 5.2). 
 
Teniendo en cuenta lo anterior, se comienza a dilucidar la reacción que ocurre entre los 




nombrados ampliamente en la literatura como son: los hidrogeniones y la quelación 
(Mardad et al., 2013). 
 
Para el fosfato de calcio, el proceso de solubilización se desarrolla por el efecto de 
hidrogeniones (Figura 5-3), ya que cuando se disuelven los ácidos en agua se separa el 
anión de sus hidrógenos, como por ejemplo: una molécula de cítrico genera 
aproximadamente un ión citrato y 3 hidrógenos. 
 











Fuente: Elaboración propia 
 
Los hidrógenos al encontrarse libres en la solución disminuyen el pH y generan 
condiciones ácidas (pH= -Log [H+]) (Chang., 2002). Luego, al adicionar el fosfato 
tricálcico (Ca3(PO4)2) bajo estas condiciones se transforma en fosfato monocálcico 
(CaHPO4), y como esta molécula presenta una mayor solubilidad se disocia en el ión 
HPO42 -, que puede reaccionar con más hidrógenos del medio y formar H2PO4-, siendo 
estas estructuras las formas de fósforo disponible en medio ácido. 
 
Otro posible mecanismo que se puede presentar es el efecto de quelación del anión del 
ácido hacia el calcio (Bazin et al., 1995), pero esta reacción es poco probable que suceda 
puesto que los ácidos orgánicos sólo forman complejos estables con el calcio en medios 




2−       (Fósforo disponible) 
𝐶𝑎2+          +          𝐻𝑃𝑂4
2− ↔      𝐶𝑎𝐻𝑃𝑂4 
 Quelación 
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Por consiguiente, los altos rendimientos en solubilización logrados por los ácidos 
orgánicos en P-Ca, se deben a que todos proporcionaron  hidrógenos al medio que le 
confirieron características ácidas (Tabla 4-3 y Figura 4-7). 
 
Tabla 5-2. Constantes de estabilidad (KE) de los complejos formados por los aniones 
orgánicos con diferentes metales en condiciones ácidas 
Complejos Orgánicos 
Anión Al(III) Ca(II) Fe(III) 
Citrato 23,0i - a,h 23.0i,e,f,b 
Gluconato - d,f - a,h - c 
Lactato - h,g - a,h - h,g  
Malato - h,g - a,h - h,g 
Convenciones: - significa que no se forma el complejo o presentan  constantes de estabilidad con valores muy bajos en 
condiciones ácidas 
Fuente: Bazin et al., (1995a); Pierre & Gautier-Luneau., (2000b); Warwick et al., (2006c); Lakatos 
et al., (2008d); Silva et al., (2009e); Pallagi et al., (2013f); Crisponi et al., (2013g); WALCO S.A., 
(n.dh); M. Aguilar et al., (2014i) 
 
En contraste, en los fosfatos de hierro y aluminio, en los cuales el principal mecanismo 
de solubilización es la quelación, ya que estos compuestos no sufren cambios 
microestructurales en medio ácido, puesto que su alta estabilidad sucede en estas 
condiciones. El AlPO4 presenta la constante más baja (Tabla 5-1), que se refleja en 
mayor solubilidad (Figura 5-2), por lo que algunas moléculas alcanzan el equilibrio con su 
forma iónica (Ec 2). 
 
Ec 2.                                              𝐴𝑙𝑃𝑂4     ↔      𝐴𝑙
3+   +     𝑃𝑂4
3− 
 
De acuerdo con el  principio de Le Chatelier (Chang, 2002), para lograr que el equilibrio 
se desplace hacia la derecha y aumente la cantidad de iones de fosfato 
disponibles     𝑃𝑂4
3− ↔  𝐻𝑃𝑂4
2− ↔  𝐻2𝑃𝑂4
−ሻ, el Al3+ debe ser secuestrado o retirado del 
medio, pero este metal al ser trivalente sólo forma compuestos estables con ligandos con 




Por ejemplo, los ácidos málico y láctico no cumplen estas especificaciones y son 
clasificados como débiles (WALCO S.A., n.d), el glucónico puede quelatar el aluminio 
(Lakatos et al., 2008), pero sólo forma complejos estables a pH alcalinos debido a que en 
estas condiciones los grupos hidroxilos del ácido se protonan y aumentan la capacidad 
de capturar este tipo de cationes (Lucena et al., 2010). 
 
En el ácido cítrico la presencia de mayor número de grupo donadores de electrones o 
grupos carboxílicos le confieren mayor capacidad quelante (Kuan et al., 2005), formando 
con el aluminio en medio ácido, una sal más estable que la del fosfato (Tabla 5-1 y 5-2), 
conllevando a que el equilibrio en la ecuación 2 se desplace hacia la derecha y genere 
mayor fósforo disponible, como se observa en la Figura 4-7. 
 
Finalmente, el FePO4 presenta la KE más alta, por consiguiente, son muy pocas las 
moléculas que en un momento dado del equilibrio  pueden encontrarse como iones (Ec 
3), y por las misma características que en el aluminio sólo el cítrico puede quelatar el 
catión,  generando una sal con una constante de estabilidad similar a la del fosfato de 
hierro (Tabla 5-1 y 5-2). 
 
Ec 3.                                      𝐹𝑒𝑃𝑂4       ↔     𝐹𝑒
3+ +    𝑃𝑂4
3− 
 
En consecuencia, el equilibrio de la reacción depende de la fuerza iónica del quelato o su 
concentración (Silva et al., 2009). Por ello, un pequeño aumento en la concentración del 
ión fosfato favorecerá la formación de FePO4. Por lo anterior, el ácido cítrico en presencia 
de esta fuente generó poco fósforo disponible (Figura 4-7). 
 
Sin embargo, el único ácido de los evaluados que logró solubilizar las tres fuentes de 
fosfato fue el cítrico, con una correlación significativa con el fósforo disponible (B. Anexo). 
El  hongo H3: Penicillium ochrochloron, produjo  ácido cítrico en estas fuentes (Figura 4-
2), y, también, la mayor solubilización del fósforo. 
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Por el contrario,  las bacterias solubilizaron especialmente fosfato de calcio (Figura 4-6, 
Tabla 4-2) y el ácido glucónico fue el encargado de este proceso, como en el caso de  B5 
Kocuria sp  (Figura 4-2). 
5.3 Microorganismos más eficientes en el proceso de 
solubilización de fosfato 
El género Penicillium ha sido catalogado ampliamente como solubilizador de fosfato 
(Whitelaw, 2000), encontrándose registros desde 1965 (Picci, 1965). Resultados 
similares a los establecidos en esta investigación los han registrado Pradhan & Sukla, 
(2009); Coutinho et al., (2012) quienes han encontrado que  P. ochrochloron,  produce 
preferiblemente ácido cítrico y málico, aunque mencionan que la producción se 
incrementa cuando la cepa se encuentra en ausencia de fosfato y en pH cercano a 7.  
 
Por otra parte Sharma, (2011), determinó que diferentes cepas de Penicillium, aisladas 
de los terrenos montañosos de Pachmarhi (Indía) tienen la capacidad de generar fósforo 
disponible y a su vez, aprovechar parte del fósforo para su crecimiento. 
 
Whitelaw et al., (1999) registraron que P. radicum., metabolizaba solamente ácido 
glucónico y fue muy eficiente cuando el medio contenía fosfato de calcio, decaía su 
actividad en fosfato de aluminio, y, en fosfato de hierro, no tenía ningún efecto. 
 
En cuanto a Kocuria sp., está registrada como productora del ácido indolacético a partir 
del nitrógeno de la materia orgánica, y por tanto, dentro de las bacterias promotoras de 
crecimiento, al sumar a este efecto estimulante, la solubilización de fosfato (Godinho et 
al., 2010; Goswami et al., 2014). 
 
Kocuria spp toleran altas concentraciones salinas, pertenece al phyllum de 
Actinobacterias, y han sido aisladas de diferentes sitios como el aire, mamíferos muertos, 
mariscos fermentados, suelo, agua dulce y del mar, sedimentos marinos y de suelos del 
desierto (Bala et al., 2012). 
 
Dastager & Damare, (2013)  aislaron un grupo de actinobacterias de la zona costera de 
la isla de Chorao en India: Streptomyces, Microbacterium, Angustibacter, Isoptericola y 
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Agromyces, y  Kocuria, todas con capacidad de solubilizar fosfato y la más alta eficiencia 
la presentó Kocuria spp. Estos mismos autores mencionan que el mecanismo de 
solubilización fue mediante  producción de ácidos orgánicos aunque no especifican 
cuáles. 
5.4 Efecto del hongo, bacteria y ácidos orgánicos, en la 
emergencia de semillas de L. sativa y en su crecimiento 
inicial 
La característica ácida del suelo proporcionó condiciones desfavorables para el 
crecimiento de L. sativa, la cual es altamente sensible a pH< 6.8 (Rincón, 2005). Se ha 
establecido que la lechuga en condiciones de pH entre 5.5 y 4.25 decrece el tamaño de 
la raíz pero incrementa los pelos radicales laterales favoreciendo la emergencia del 
Hipocótilo,  beneficiando la absorción de agua y nutrientes (Inoue et al., 2000; Takahashi, 
2012). A pesar de estas estrategias, las plántulas se ven afectadas en su desarrollo. 
 
Los factores negativos asociados a esta acidez se reflejan en disminución de la 
disponibilidad de nutrientes primarios como el calcio, magnesio, potasio y fósforo, y a su 
vez, la proliferación de elementos tóxicos para la planta como el aluminio y manganeso 
(Konno et al., 2003). El análisis químico del suelo bajo estudio  (Tabla 3-5),  mostró un 
pH<5, aluminio intercambiable > 0.5 cmol/Kg y la suma de bases (Ca, Mg y K) < 
5cmol/Kg. De acuerdo con lo establecido por Kamprath et al., (1973) y  Barker & Pilbeam, 
(2014), confluyen en este suelo condiciones para causar efectos nocivos para el 
desarrollo de las plantas, especialmente el Al, ya que a un pH por debajo de 6 presenta 
la forma química: Al3+ (Figura 5-4), la más tóxica, ya que puede ser absorbido a través de 
los canales del calcio, también se encuentra la presencia de los iones de hidroxi aluminio 
(AlOH2+ y Al(OH)2+) presentando un efecto menos perjudicial, pero estos cationes pueden 
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Figura 5-4. Efecto del pH sobre las formas del aluminio en solución 
 
Fuente:  Barker & Pilbeam, (2014) 
 
Ortiz et al., 2004, encontró que en andisoles de la zona cafetera donde el aluminio 
intercambiable es mayor a 1,5 cmol/kg y el pH oscila entre 4.9 y 5.6, la cantidad de 
aluminio en la solución del suelo era muy baja, por lo que no representa niveles tóxicos 
para el desarrollo del cultivo del café. Por el contrario, el suelo donde se llevó a cabo esta 
investigación presenta una concentración de aluminio intercambiable casi tres veces 
menor (0.64 cmol/kg ), clasificado por  Bravo et al.,(2007) como de saturación medía, y 
un pH de características más ácidas (4.48), indicando que la concentración del aluminio 
en la solución del suelo puede presentarse en niveles tóxicos, y como sugiere Du et al., 
(2009)  los efectos nocivos se evidencian en concentraciones del orden de micromolares, 
donde Takahashi (2012) estableció que una concentración de 100μM de Al3+ tiene 
impacto negativo sobre el rendimiento de la cosecha. 
 
Los efectos negativos causados por el Al3+ se evidenciaron (Figura 4-9) en inhibición de 
la elongación de la raíz, inhibición en la formación de las raíces laterales, aumento en el 
diámetro de la raíz primaria, interrupción del proceso de la cofia, formación de encallado 
y disminución de la división celular (Čiamporová, 2002)  
 
Estos disturbios, según Barker & Pilbeam, (2014) ocasionan disfunciones en la toma de 
nutrientes y agua, con la consecuente reducción de la biomasa de la raíz y la longitud de 




El tratamiento con ácido cítrico en su concentración mayor, favoreció la elongación de la 
raíz, disminuyendo la formación de encallados y por tanto, beneficiando la toma de agua 
y minerales por parte de la plántula. El efecto positivo está relacionado con la capacidad 
que tiene el ácido de formar complejos estables con el aluminio (Tabla 5-2) en 
condiciones acidas (Furukawa et al., 2007), reduciendo la toxicidad del suelo, debido a 
que el aluminio en este estado no logra pasar a través de la membrana plasmática o no 
es absorbido por la raíz (Kochian et al., 2004; Takahashi, 2012). 
  
Kochian et al., 2005  lograron determinar el aumento en la concentración del ion citrato 
en células de la raíz expuestas a altas concentraciones de aluminio, aunque son muy 
pocas las que logran desarrollar esta estrategia como es el maíz y el trigo, y en otras 
como el tabaco se ha recurrido a la transgénesis (Ma, Ryan, & Delhaize, 2001). Otro de 
los efectos positivos del ácido cítrico es el aumento en el fósforo disponible (Tabla 4-4) y 
según Furukawa et al., (2007) el incremento beneficia el desarrollo de la plántula. 
 
Penicillium ochrochloron al producir  ácido cítrico favorece el desarrollo de la raíz y el 
crecimiento de las plántulas de lechuga. Zhang et al.,(2002); Deng et al.,(2014) han 
registrado este género como tolerantes al aluminio y además, bajo estas circunstancias 
con capacidad de producir ácido cítrico (Ghorbani, Oliazadeh, & Shahverdi, 2009), como 
se encontró en esta investigación.  
 
Kocuria sp., cuando se inoculó sola no incrementó el desarrollo de la L. sativa, pero al 
combinarse con los ácidos su efecto se vuelve positivo, lo cual se podría explicar con 
base en:  
a) los ácidos al quelatar los cationes lograron reducir la concentración de Al3+ y el estrés 
osmótico, beneficiando el crecimiento bacteriano, pero, la hipótesis no es muy viable 
en este caso, ya que el ácido cítrico tiene mayor capacidad de quelatar el aluminio  
(Furukawa et al., 2007) y por tanto, el efecto debe ser mayor lo cual no concuerda 
con los resultados, en donde los dos tratamientos no tuvo diferencias significativas en 
el análisis de varianza 
b) Los ácidos al ser aplicados en el suelo afectaron el pH, pero, los resultados 
expuestos en Figura 4-10 sugieren que la capacidad buffer del suelo permitió que el 
pH no fuera alterado por ningún tratamiento. 
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c) El efecto más probable es que los ácidos sirven de fuente de carbono a la bacteria, 
porque que según Baetz & Martinoia, (2014); de Werra et al., (2009) estos 
microorganismos tienen la capacidad de consumirlos e incrementa el crecimiento de 
la población y su desempeño metabólico.   
 
Kamilova et al.,(2006) estableció que los cationes de aluminio estimulan la raíz del 
pepino, tomate y pimienta, a producir fuentes de carbono que contiene más ácidos 
orgánicos que azúcares, y que el principal ácido es el cítrico, además, relacionó el efecto 
ejercido por la fuente de carbono con el crecimiento de las bacterias rizosféricas del 
género Pseudomonas, incrementándose en 10 veces la población, y resaltando la 
importancia de los ácidos orgánicos como  fuentes de carbono. 
 
El Análisis de componentes principales (Figura 4-12) indicó que la bacteria en 
combinación con el ácido glucónico presentó un mejor desempeño que con el cítrico, y 
esta tendencia puede deberse a dos factores: 
 
Primero, que la concentración del glucónico es dos veces mayor a la del cítrico por lo que 
la cantidad de carbono disponible es de igual magnitud, teniendo en cuenta que  las dos 
moléculas tienen pesos moleculares similares (Cítrico: 192.12 g/mol, glucónico: 196.16 
g/mol). 
 
Segundo, los ácidos al entrar en contacto con el suelo reaccionan con los cationes, 
formando principalmente sales con el aluminio. Sin embargo, el gluconato de aluminio al 
presentar baja estabilidad en pH ácidos puede desplazarse en el equilibrio hacia el ácido 
glucónico, mientras que el citrato de aluminio que tiene la constantes de estabilidad de 
mayor magnitud (Tabla 5-2) prevalece como sal, y de acuerdo con lo relacionado por 
Fransson et al., (2004)  las bacterias consumen preferiblemente el ácido que su sal.  
 
Por consiguiente, la bacteria en combinación con el glucónico estimuló una mayor 
longitud en la raíz de la L. sativa que con el cítrico (Figura 4-9), permitiéndole acceder a 




Algo similar puede pasar con los tratamientos que implicaron la interacción entre el 
hongo y los ácidos orgánicos, que exhibieron un efecto positivo, en donde una de las 
posibles causas es la disposición de los ácidos como nutriente, ya que según lo 
mencionado por Gallmetzer et al.,(1998) el Penicillium  simplicissimum., al no tener 
fuente de carbono puede consumir el cítrico y glucónico, pero esta causa carece de 
soporte, debido a que el hongo cuando interactuó solo logró incrementar 
significativamente las variables de crecimiento en la plántula (Tabla 4-5), sugiriendo que 
el Penicillium adquirió los nutrientes necesarios para su desarrollo, sin acudir a estos 
ácidos.  
 
A pesar de que el análisis de componente principal y la prueba de Duncan no exhibe 
diferencias significativas entre los tratamientos que involucran el hongo, el desarrollo 
morfológico de la raíz en las plántulas establece variaciones notables (Figura 4-9), puesto 
que cuando el hongo actúo soló, incrementó la longitud de la raíz, pero cuando se 
combinó con los ácidos orgánicos incrementó la longitud y además,  generó el desarrollo 
de las pelos radicales, donde el tratamiento que implicó el ácido cítrico presentó un 
mayor estímulo. 
 
La hipótesis que más se relaciona con estos tratamientos es la mencionada por Wang et 
al. (2013), quienes investigaron los efectos que puede generar el aluminio en la levadura 
Rhodotorula taiwanensis., a pesar de presentar al igual que el Penicillium  ochrochloron.,  
tolerancia al catión, estableciendo que cuando la concentración del aluminio comienza a 
incrementar dentro del microorganismo se evidencia la disminución de ciertas proteínas o 
enzimas vitales en el metabolismo, afectando su crecimiento. 
 
Lo anterior permite entender el posible efecto ejercido por la interacción entre el hongo y 
los ácidos, ya que al aplicar los ácidos se reduce la concentración del aluminio por la 
quelación, desplegando un mayor alcance el cítrico, luego, el Penicillium ochrochloron., al 
encontrarse expuesto a menos concentración del catión desarrolla un mejor desempeño 
metabólico, y según Gallmetzer & Burgstaller, (2001); Pines et al., (1997) cuando el 
microorganismo presenta un mejor aprovechamiento de los nutrientes debido al 
incremento de su actividad metabólica, éste consigue aumentar la producción de 
metabolitos secundarios como el citrato y a su vez, la energía generada en este proceso 
sirve para promover el paso de las moléculas a través de la membrana. 
64 Evaluación de la producción de ácidos orgánicos en microorganismos 
rizosféricos y sus efectos en la solubilización de fosfatos 
 
 
Ocasiona finalmente, un mayor flujo de ácidos orgánicos hacia el exterior los cuales 
reducen la toxicidad causada por el aluminio presente en el suelo, e incrementan el 
fósforo disponible (Tabla 4-4), conllevando a un mejor desarrollo de las raíces como el 
evidenciado en el  tratamiento hongo + cítrico. 
 
En la  prueba de invernadero, entre los tratamientos que presentaron un efecto 
significativo se observó que algunos estimularon el desarrollo en la raíz de L. sativa, y 
aún así,  no se logran diferencias estadísticas en cuanto al peso fresco y seco. Lo 
anterior,  se debe a que la prueba se desarrolló por 30 días que corresponde a la fase 
inicial del cultivo (germinación y la primera etapa vegetativa), pero L. sativa absorbe la 
mayor cantidad de minerales del suelo después de este periodo, según lo establecido por 
Rincón, (2005). Por tanto,  es posible, que, si el ensayo se hubiera prolongado por un 
mayor espacio de tiempo posiblemente, los tratamientos  hongo + glucónico  y en 













6. Conclusiones y recomendaciones 
6.1 Conclusiones 
 Esta investigación permitió comprender que el crecimiento poblacional de las 
bacterias y hongos estudiados está altamente relacionado con la producción de 
ácidos orgánicos y la actividad solubilizadora que realizan. Los ácidos secretados 
al dejar el P disponible en el medio, permiten que estos microrganismos lo 
aprovechen para su metabolismo, al igual que los cationes liberados y las 
condiciones ambientales que se propician. 
 
 Los microorganismos evaluados variaron en su capacidad para producir 
diferentes ácidos orgánicos, entre ellos, ácido cítrico, glucónico e isómeros de 
málico y láctico. Aquellos encontradas con más frecuencia fueron: cítrico y 
glucónico  
 
 El ácido cítrico fue el de mayor rendimiento solubilizador en las tres fuentes de 
fosfato analizadas: fosfato de Ca, Al y Fe. Además reúne otras cualidades que 
favorecen la nutrición vegetal, como su poder quelante. 
 
 Penicillium ochrochloron.,  presentó la  mayor eficiencia solubilizadora en las tres 
fuentes de P evaluadas.  Esta especie fúngica al ser aplicada a semillas de L. 
sativa sembradas en un Typic Melanudand, en mezcla con ácido cítrico en baja  
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6.2 Recomendaciones 
 Cuando se implementa como metodología la técnica de HPLC para  evaluar los  
ácidos orgánicos en la fermentación, se debe, tener en cuenta diluir la muestra 
con fase móvil o H2SO4 0.0025M antes de centrifugar y filtrar, con el fin de 
disolver los quelatos o sales formados, para así poder realizar una estimación 
más precisa  de los ácidos producidos por los microorganismos. 
 
 Los suelos con características acidas y que poseen  aluminio disponible en 
concentraciones perjudiciales para las plantas, suelen presentar complicaciones 
agronómicas. Por tal motivo, es recomendable evaluar la implementación en 
campo del  Penicillium ochrochloron., como alternativa biológica para corregir 
dichas condiciones adversas, teniendo en cuenta el efecto positivo que puede 



















A.  Anexo: Coeficiente de variación (CV) de cada uno de los ácidos orgánicos 
metabolizados por los microrganismos en cada una de las fuentes de fosfato 
Fuente 
Ácidos 
Cítrico Glucónico D-Málico D-Láctico L-Láctico L-Málico 
AlPO4 107,73 121,5 361,21 229,98 226,3 108,21 
Ca3(PO4)2 80,18 175,65 80,66 321,48 314,2 129,37 
FePO4 387,5 113,81 248,03 346,27 142,58 150,82 
 
B.  Anexo: Coeficientes de correlación de Pearson entre los ácidos orgánicos y el fósforo 




AlPO4 Ca3(PO4)2 FePO4 
Cítrico 
0,58 0,53 0,5 
0,15 0,003 0,11 
Glucónico 
-0,39 -0,18 0,32 
0,03 0,34 0,009 
D-Málico 
0,22 -0,68 0,18 
0,24 0,72 0,35 
D-Láctico 
0,17 0,21 -0,083 
0,37 0,25 0,66 
L-Láctico 
0,2 0,22 0,048 
0,28 0,25 0,8 
L-Málico 
0,29 0,44 0,28 
0,16 0,015 0,04 
Ac. Total 
0,67 0,63 0,63 
<.0001 0,03 0,0008 
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C.  Anexo: Mecanismo utilizado para determinar la acidez total producida por los hongos 
en fosfato de aluminio  
Convención: Los ácidos cuantificados por HPLC y el fósforo  soluble se encuentran en mg/L, luego de convierten a meq/L 




ácidos Orgánicos  
Fósforo 










ppm 0,00 0,00 353,03 10,72 0,00 95,95 14,55 0,00 15,59 
meq/L 0,00 0,00 1,80 0,16 0,00 1,07 0,22 0,00 1,92 
Total p 3,24 1,92 
Total   5,16 
          
H2 (ppm) 
Unidades 
ácidos Orgánicos  
Fósforo 










ppm 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 45,55 0,00 20,27 
meq/L 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,68 0,00 2,49 
Total p 0,68 2,49 
Total   3,17 
          
H3 (ppm) 
Unidades 
ácidos Orgánicos  
Fósforo 










ppm 0,00 172,71 24,05 91,03 20,39 360,55 0,00 0,00 22,28 
meq/L 0,00 2,70 0,12 1,36 0,23 4,00 0,00 0,00 2,74 
Total p 8,41 2,74 
Total   11,15 
          
H4 (ppm) 
Unidades 
ácidos Orgánicos  
Fósforo 










ppm 0,00 0,00 173,29 0,00 0,00 0,00 22,07 0,00 17,57 
meq/L 0,00 0,00 0,88 0,00 0,00 0,00 0,33 0,00 2,16 
Total p 1,21 2,16 
Total   3,37 
          
H5 (ppm) 
Unidades 
ácidos Orgánicos  
Fósforo 










ppm 0,00 116,42 0,00 0,00 0,00 0,00 397,29 0,00 28,38 
meq/L 0,00 1,82 0,00 0,00 0,00 0,00 5,93 0,00 3,49 
Total p 7,74 3,49 
Total   11,24 
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D.  Anexo: ANDEVA realizado a los ácidos totales generado por los microorganismos  
durante la fermentación en cada una de las fuentes de fosfato 






Cuadrado de la 
medía 
F-Valor Pr > F R2 
Modelo 9 332,12 36,9 5,81 0,0005 
0,72 Error 20 126,95 6,35 
 
  
Total corregido 29 459,07       
    






Cuadrado de la 
medía 
F-Valor Pr > F R2 
Modelo 9 2959,57 328,84 43,79 <0,0001 
0,95 Error 20 150,18 7,51 
 
  
Total corregido 29 3109,75       
    






Cuadrado de la 
medía 
F-Valor Pr > F R2 
Modelo 9 71,39 7,93 5,6 0,0007 0,72 
Error 20 28,31 1,42 
 
    
Total corregido 29 99,7         
 
E.  Anexo: ANDEVA realizado al fósforo soluble generado  por los microorganismos  
durante la fermentación 









F-Valor Pr > F R2 
Coeficiente 
de variación 
Modelo 29 49247,70 1698,20 486,10 <0,0001 
0,996 6,67 
Error 60 209,61 3,49 
 
  
Total corregido 89 49457,31   
 
  
Microorg 9 5482,65 609,18 174,38 <0,0001 
FUENTE 2 41607,66 20803,83 5955,01 <0,0001 
Microorg*FUENTE 18 2157,39 119,86 34,31 <0,0001 
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F.  Anexo: ANDEVA realizado al fósforo soluble generado en la reacción  de los fosfatos 
con los ácidos puros 







de la medía 
F-Valor Pr > F R2 
Coeficiente 
de variación 
Modelo 3 45,61 15,20 608,12 <0,0001 
0,996 0,23 
Error 8 0,20 0,03 
 
  
Total corregido 11 45,81   
 
  
Tratamiento 3 45,61 15,20 608,12 <0,0001 
        
        







de la medía 
F-Valor Pr > F R2 
Coeficiente 
de variación 
Modelo 3 1398,49 466,16 4906,97 <0,0001 
0,999 1,90 
Error 8 0,76 0,10 
 
  
Total corregido 11 1399,25   
 
  
Tratamiento 3 1398,49 466,16 4906,97 <0,0001 
 
       







de la medía 
F-Valor Pr > F R2 
Coeficiente 
de variación 
Modelo 3 43,74 14,58 648,04 <0,0001 
0,996 3,82 
Error 8 0,18 0,02 
 
  
Total corregido 11 43,92   
 
  
Tratamiento 3 43,74 14,58 648,04 <0,0001 
 








G.  Anexo: ANDEVA para el efecto de los tratamientos sobre el fósforo disponible en el 
suelo y las variables de crecimiento de la L sativa 







de la medía 
F-Valor Pr > F R2 
Coeficiente 
de variación 
Modelo 29 718,12 24,76 17,73 <0,0001 
0,952 11,28 
Error 26 36,30 1,40 
 
  
Total corregido 55 754,43   
 
  
Fuente   1 0,30 0,30 0,21 0,6477 
Tratamiento 13 573,93 44,15 31,62 <0,0001 
Fuente * 
Tratamiento 
13 137,06 10,54 7,55 <0,0001 








de la medía 
F-Valor Pr > F R2 
Coeficiente 
de variación 
Modelo 33 1,7108 0,0518 1,1300 0,3615 
0,531 32,95 
Error 33 1,5107 0,0458 
 
  
Total corregido 66 3,2215   
 
  
Fuente   1 0,0123 0,0123 0,2700 0,6074 
Tratamiento 13 1,1193 0,0861 1,8800 0,0709 
Fuente * 
Tratamiento 










de la medía 
F-Valor Pr > F R2 
Coeficiente 
de variación 
Modelo 33 0,001457 0,000044 2,0200 0,0237 
0,669 29,27 
Error 33 0,000722 0,000022 
 
  
Total corregido 66 0,002179   
 
  
Fuente   1 0,000015 0,000015 0,6900 0,4127 
Tratamiento 13 0,000914 0,000070 3,2200 0,0033 
Fuente * 
Tratamiento 
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de la medía 
F-Valor Pr > F R2 
Coeficiente 
de variación 
Modelo 33 3,131 x E-6 9,489 x E-8 2,57 0,0041 
0,720 19,24 
      
Error 33 1,218 x E-6 3,692 x E-8 
 
  
Total corregido 66 4,349 x E-6   
 
  
Fuente   1 5,773 x E-9 5,773 x E-9 0,16 0,6951 
Tratamiento 13 2,319 x E-6 1,784 x E-7 4,83 0,0001 
Fuente * 
Tratamiento 
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